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La heterocromatina centromérica y telomérica de los cromosomas eucarióticos 
está compuesta por elementos moderadamente repetidos, como los elementos 
transponibles y secuencias en tándem altamente repetidas. Debido a esta 
naturaleza repetida, los Proyectos de Secuenciación de Genomas Completos 
han fallado a la hora de analizar estas regiones. En esta tesis se describe una 
estrategia basada en el uso de transposones para secuenciar el DNA 
altamente repetido, clonado en cromosomas artificiales de bacterias. La clave 
de esta estrategia consiste en determinar la posición de la inserción del 
transposón, lo que permite ensamblar correctamente el DNA repetido. Esta 
estrategia ha sido aplicada a un clon procedente de la región centromérica del 
cromosoma Y de Drosophila melanogaster.  
 
El análisis de la secuencia completa de este clon ha verificado que esta región 
centromérica evolucionó de un telómero, posiblemente tras una inversión 
pericéntrica de un cromosoma telocéntrico ancestral. Estos resultados 
confirman que al utilizar la información posicional en la secuenciación mediante 
transposones se obtienen mejores resultados que con las estrategias de 
secuenciación actuales. La técnica descrita puede convertirse en una 
estrategia universal para descifrar las regiones heterocromáticas de los 
genomas eucarióticos. Además, se ha caracterizado la región centromérica del 
cromosoma 3 de D. melanogaster. Esta región contiene el satélite 10bp, el 
satélite dodeca, elementos transponibles y una duplicación segmental del 
espaciador intergénico ribosomal. Finalmente, se ha visto que la proteína 









The centromeric and telomeric heterochromatin of eukaryotic chromosomes is 
mainly composed of middle-repetitive elements, such as transposable elements 
and tandemly repeated DNA sequences. Because of this repetitive nature, 
Whole Genome Shotgun Projects have failed in sequencing these regions. A 
transposon-based approach for sequencing highly repetitive DNA sequences in 
bacterial artificial chromosome clones is described in this thesis. The key to this 
strategy relies on mapping the precise position of the transposon insertion, 
which enables the correct assembly of the repeated DNA. This strategy has 
been applied to a clone from the centromeric region of the Y chromosome of 
Drosophila melanogaster.  
 
The analysis of the complete sequence of this clone has verified that this 
centromeric region evolved from a telomere, possibly after a pericentric 
inversion of an ancestral telocentric chromosome. These results confirm that 
the use of transposon-mediated sequencing including positional mapping 
information improves current finishing strategies. The technique described 
could be a universal approach to resolving the heterochromatic regions of 
eukaryotic genomes. In addition, the centromeric region of the 3rd chromosome 
of D. melanogaster has also been characterized. This region contains the 10bp 
satellite, the dodeca satellite, transposable elements and a segmental 
duplication from the ribosomal intergenic spacer. Finally, it has been seen that 



















1.1. La heterocromatina 
Se denomina cromatina al conjunto de DNA y proteínas asociadas al mismo 
que se encuentran en el núcleo formando los cromosomas. Existen dos tipos 
de cromatina: la eucromatina y la heterocromatina. En 1928 Heitz describió por 
primera vez la heterocromatina como los segmentos cromosómicos, o incluso 
cromosomas enteros, que permanecían condensados durante la interfase de la 
célula en división (Heitz, 1928). Esta distinción respecto de la eucromatina la 
realizó a través de tinciones citológicas con colorantes específicos de DNA, en 
las cuales observó que en el núcleo interfásico unas zonas, las 
heterocromáticas, se teñían más intensamente que otras. Hoy en día se 
conocen más características que distinguen a la heterocromatina respecto de 
la eucromatina. La heterocromatina tiene mayor grado de condensación, 
replica tardíamente en la fase S, tiene menor densidad de genes, es rica en 
secuencias repetidas y la histona H3 que la conforma está habitualmente 
metilada en su lisina 9, mientras que en la eucromatina, la lisina 9 de la histona 
H3 no aparece metilada, pero sí lo hace la lisina 4 (Grewal y Jia, 2007). 
 
En 1966 Brown  realizó una distinción entre dos tipos de heterocromatina: la 
constitutiva y la facultativa (Brown, 1966). La heterocromatina constitutiva está 
presente por igual en todas las células del organismo, estando localizada 
fundamentalmente en el centrómero y la región pericentromérica, en los 
telómeros y las regiones subteloméricas y en las regiones organizadoras del 
nucleolo. Por su parte, la heterocromatina facultativa varía su estado de 
condensación en los distintos tipos celulares y en las diferentes etapas del 
desarrollo (Grewal y Jia, 2007). Un ejemplo de heterocromatina facultativa se 
encuentra en el corpúsculo de Barr, como consecuencia de la inactivación de 
un cromosoma X en las hembras de los mamíferos (Lyon, 1961). El trabajo 
realizado en esta tesis doctoral se centra en la heterocromatina constitutiva. 
 
Si bien el DNA heterocromático fue considerado durante mucho tiempo como 
DNA “basura” (Ohno, 1972), debido a su bajo contenido en genes y su 
inactividad transcripcional, en la actualidad esa visión ha sido modificada 
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(Makalowski, 2003). En la última década, múltiples grupos han centrado el 
objeto de estudio en la heterocromatina, a distintos niveles, y en la actualidad 
se conocen varios procesos en los que la heterocromatina cumple una 
importante función. Además se han descrito gran número de proteínas 
asociadas a la heterocromatina, tanto a su formación como mantenimiento, y 
otro tipo de proteínas implicadas en las modificaciones postraduccionales de 
las histonas que conforman la heterocromatina. Por todo ello, la 
heterocromatina ha pasado de un segundo plano, a ocupar un papel muy 
importante en la comprensión de los mecanismos moleculares que actúan en el 
cromosoma eucariótico. 
 
Algunas de las funciones claves en las que está implicada la heterocromatina 
incluyen la regulación de la segregación cromosómica  (Allshire et al., 1995; 
Kellum y Alberts, 1995; Peters et al., 2001a; Peters et al., 2001b), el 
mantenemiento de la cohesión entre cromátidas hermana (Bernard et al., 2001; 
Karpen et al., 1996; Wines y Henikoff, 1992) y la protección de la integridad del 
cromosoma (Cryderman et al., 1999; McCord y Broccoli, 2008). Además, la 
heterocromatina juega un papel importante en la arquitectura del núcleo 
interfásico (Dernburg et al., 1996a) y en el apareamiento de los cromosomas 
homólogos en meiosis (Dernburg et al., 1996b; Karpen et al., 1996; McKee y 
Karpen, 1990). Una de las funciones de la heterocromatina más estudiadas en 
la actualidad es la regulación de la expresión génica, a través del 
silenciamiento génico (Grewal y Jia, 2007). Este fenómeno se descubrió 
gracias a los estudios de variegación por efecto de posición (PEV) realizados 
en 1930, por Müller, en los que se observó que cuando un gen eucromático 
pasaba a localizarse, por un reordenamiento cromosómico o una traslocación, 
en la heterocromatina, el gen era silenciado y producía un fenotipo variegado 
(Henikoff, 1990; Muller y Altenburg, 1930; Schultz, 1936). Recientemente, 
estudios diversos han descrito la presencia de múltiples genes activos en la 
heterocromatina (Carvalho et al., 2001; Gatti y Pimpinelli, 1992; Smith et al., 
2007; Vibranovski et al., 2008). Además, si bien durante mucho tiempo se 
creyó que la heterocromatina era transripcionalmente inerte, ahora se sabe que 
da lugar a RNAs pequeños (siRNA) que, mediante el proceso del RNA 
interferente (RNAi), dirigen las modificaciones epigenéticas de las histonas y 
8
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del DNA (Lippman y Martienssen, 2004). Éstas, a su vez, reprimen 
epigenéticamente la expresión de genes y de transposones (Brennecke et al., 
2007; Elgin y Grewal, 2003). Finalmente, la heterocromatina incluye dos 
elementos cromosómicos claves en el control del comportamiento 
cromosómico: el centrómero y el telómero.  
 
A pesar de que la heterocromatina ocupa una fracción considerable del 
genoma, sobre el 20% del genoma humano y el 35% del de Drosophila 
melanogaster, nuestro entendimiento de la secuencia y organización de la 
heterocromatina es muy limitado (Hoskins et al., 2007). Esto se debe a su 
naturaleza altamente repetida. La heterocromatina está compuesta por 
secuencias cortas repetidas en tándem, denominadas satélites de DNA, por 
elementos moderadamente repetidos, como los transposones y el DNA 
ribosomal, y por algunas secuencias de copia única (Weiler y Wakimoto, 1995). 
Los satélites de DNA son secuencias muy sencillas, y suelen encontrarse en 
grandes bloques que están a su vez interrumpidos por “islas” de secuencias de 
mayor complejidad, en su mayoría transposones (Hall et al., 2003). Los 
transposones, por su parte, no son específicos de la heterocromatina, si bien 
su presencia en la misma es mucho más elevada que en la eucromatina. 
1.1.1. La heterocromatina de Drosophila melanogaster 
La heterocromatina de D. melanogaster comprende 118 Mb de las 351 Mb del 
genoma de una célula diploide de una mosca hembra,  y 139 Mb, en machos. 
El cromosoma Y entero, el 40% de la parte proximal del cromosoma X, el 25% 
de los cromosomas 2 y 3, y casi la totalidad del cromosoma 4 son regiones 
heterocromáticas (Gatti y Pimpinelli, 1992). Esto implica que, alrededor del 35% 
de la cromatina de D. melanogaster está compuesta por heterocromatina.  
 
Las glándulas salivales de larvas de D. melanogaster contienen cromosomas 
politénicos, como resultado de la endoreduplicación. Estos cromosomas están 
compuestos por gran número de cromátidas homólogas que permanecen 
juntas. Estos cromosomas tienen un bandeo característico, cuyo patrón fue 
descrito por Bridges (Bridges, 1935). Los cromosomas politénicos son 
ampliamente utilizados para la localización citogenética de sondas 
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eucromáticas y para identificar reordenamientos cromosómicos y deleciones. El 
uso de los estos cromosomas queda limitado a las regiones eucromáticas, 
pues la heterocromatina, debido probablemente a su replicación tardía, 
permanece agregada en lo que se conoce como el cromocentro. Siendo esto 
así, Gatti y Pimpinelli realizaron un mapa citológico de la heterocromatina de D. 
melanogaster sobre cromosomas prometafásicos teñidos con Hoeschst 3358 
(Gatti y Pimpinelli, 1992), cuya tinción es similar a la de DAPI. En prometafase 
los cromosomas todavía no están completamente condensados, de modo que 
permiten la distinción de las regiones heterocromáticas. De esta forma, Gatti y 
Pimpinelli identificaron hasta 61 regiones heterocromáticas,  a las que 
nombraron con una “h” seguida por un número. La numeración comenzaba en 
el brazo largo del cromosoma Y, y continuaba hacia el brazo corto (h1-h25), y 
así sucesivamente en los cromosomas X (h26-h34), 2 (h35-h46), 3 (h47-h58) y 




Figura 1. Representación esquemática de la heterocromatina de los cromosomas de D. 
melanogaster.  
Los bloques negros, grises y blancos corresponden a regiones de fluorescencia fuerte, media y 
nula, respectivamente, en la tinción con Hoescht 3358.  
 
La mayor parte de la heterocromatina de D. melanogaster está compuesta por 
satélites de DNA. Estos satélites, que llegan a cubrir megabases de DNA, 
están formados por repeticiones en tándem de una secuencia básica, que 
oscila entre 5 y 361 pares de bases (bp, en adelante). Recientemente se han 
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caracterizado dos nuevos satélites de DNA, el 14HT y el 18HT, cuyas unidades 
de repetición son de 3,8 kb y de 3,1 kb, respectivamente (Abad et al., 2004a). 
Entre los bloques de satélite, aparecen regiones de secuencias medianamente 
repetidas: acúmulos de transposones, truncados en su mayoría y cuya 
secuencia original ha degenerado. Ocasionalmente, embebidos en la 
heterocromatina, también se encuentran genes y pseudogenes.  
 
Los satélites de DNA de D. melanogaster son redundantes tanto a nivel de 
secuencia, como en su localización cromosómica. En general, un mismo 
satélite se encuentra en varias regiones heterocromáticas, si bien alguno, como 
el satélite dodeca, es específico de la región h53 (ver figura 2, (Lohe et al., 
1993). En D. melanogaster se han identificado un total de 17 satélites 
diferentes, que se detallan en la tabla 1. 
 
 
Tabla 1. Satélites de DNA en D. melanogaster 
Satélites de DNA en D. melanogaster 
(AATAT)n (AATAAAC)n rDNA 
(AATAC)n (AATAGAC)n 240bp-Rsp 
(AATAG)n (AAGAGAG)n 14HT 
(AAGAC)n (AATAACATAG)n 18HT 













Figura 2. Localización de los satélites de DNA en la heterocromatina de D. melanogaster.  
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Por parte de los elementos transponibles, en D. melanogaster se han 
detectado del orden de 114 familias. Estos se dividen en retrotransposones 
LTR (“long terminal repeat”, en inglés), retrotransposones no-LTR y 
transposones TIR (“terminal inverted repeat”, en inglés). Tanto los 
retrotransposones LTR como los no-LTR se transponen por transcripción 
inversa, mediante un intermedio de RNA, y por lo tanto, contienen en su 
secuencia las fases abiertas de lectura (ORF) que codifican para proteínas 
similares a los genes retrovirales gag (proteína con motivos de unión a ácidos 
nucléicos) y pol (transcriptasa inversa). Se distinguen entre sí porque los LTR 
presentan, en sus extremos, repeticiones terminales; mientras que los no-LTR 
presentan en su extremo 3’ una secuencia de poliadeninas (poliA). Además, los 
retrotransposones LTR contienen un tercer ORF (env). Por su parte, los 
transposones TIR se transponen a través de un intermedio de DNA y contienen 
una ORF que codifica para una transposasa. Éstos se caracterizan por la 
presencia en sus extremos de repeticiones cortas invertidas. La figura 3 




Figura 3. Tipos de elementos transponibles.  
Los elementos se dividen en transposones de DNA (TIR) y retrotransposones LTR y no-LTR. 
Las zonas codificantes de los LTR son gag, homóloga a la proteína Gag de retrovisrus; pol, 
homóloga a la proteína Pol de retrovirus, y contiene los dominios PR (proteasa), RT 
(trascriptasa inversa) e INT (integrasa); y Env, homóloga a la proteína de la envoltura de  
retrovirus. Las zonas codificantes de los no-LTR se conocen como ORF1 y ORF2. La ORF2 
tiene los dominios EN (endonucleasa) y RT (transcriptasa inversa). 
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En 2007 Smith y colaboradores publicaron la anotación del “Release 5.1” de la 
heterocromatina de D. melanogaster (Smith et al., 2007). Este trabajo muestra 
que hasta la fecha tan sólo se han podido secuenciar y anotar correctamente 
24 Mb de la porción heterocromática del genoma de D. melanogaster (ver 
figura 4). De esas 24 Mb, alrededor de un 33% correspondían a 
retrotransposones LTR, otro 33% a elementos no-LTR, un 15% a transposones 
TIR y tan sólo un 10% a DNA satélite (si bien indican que son conscientes de 
que esta cifra está infravalorada, debido a la dificultad de clonar el DNA 
satélite). Esto deja tan sólo un 9% de secuencias únicas, entre las que se 
encuentran genes que codifican para proteínas (estimados en unos 230 genes) 
y pseudogenes (32 posibles pseudogenes fueron anotados). La presencia de 
un número tan elevado de pseudogenes, en comparación con la eucromatina, 
puede deberse a que, el alto contenido de la heterocromatina en secuencias 
repetidas sirva como sustrato para recombinaciones, incrementando la 
frecuencia de duplicaciones en tándem y de duplicaciones segmentales. 
 
 
Figura 4. Esquema de la heterocromatina secuenciada de D. melanogaster.   
En azul se representan las regiones heterocromáticas secuenciadas y ensambladas. El gris 
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1.2. Los telómeros 
Los telómeros son estructuras nucleoprotéicas localizadas en los extremos de 
los cromosomas eucarióticos, que fueron detectados al observar distintos 
comportamientos entre los extremos naturales de los cromosomas y las 
rupturas del DNA de doble cadena (Muller, 1938). Se han descrito varias 
funciones en las que los telómeros están implicados. Una de ellas consiste en 
el mantenimiento de la longitud cromosómica, mediante elongaciones 
periódicas que contrarrestan la incapacidad de la DNA polimerasa para replicar 
completamente los cromosomas lineales (Blackburn, 1994; McCord y Broccoli, 
2008). Otra de las funciones principales es la de marcar los extremos naturales 
del cromosoma, de manera que éstos sean distinguidos respecto de los 
extremos generados por las rupturas de doble cadena, y por lo tanto, no se 
activen los mecanismos de reparación, degradación o de recombinación 
(McCord y Broccoli, 2008; Zhu et al., 1999). Además, los telómeros lideran el 
movimiento de los cromosomas en la profase meiótica (de Lange, 1992; Gilson 
et al., 1993; Goday y Pimpinelli, 1989; Manzanero y Puertas, 2003; Östergren y 
Prakken, 1946; Perez et al., 1997; Rhoades y Vilkomerson, 1942), y son 
importantes para el apareamiento de los cromosomas homólogos (Rockmill y 
Roeder, 1998). Los telómeros están además involucrados en el envejecimiento 
de las células, en enfermedades tan importantes como el cáncer y en diversos 
síndromes con retraso mental (de Lange, 1994; Harley y Villeponteau, 1995; 
McCord y Broccoli, 2008).  
En la mayoría de organismos eucariotas los telómeros están constituidos por 
repeticiones en tándem de una secuencia corta, de unas 5-8 bp, ricas en 
guanina y timina, que son añadidas al final de los cromosomas por la 
telomerasa, una retrotranscriptasa específica de telómeros. En concreto, la 
secuencia telomérica común a vertebrados, hongos filamentosos y algunos 
protozoos es (TTAGGG)n, mientras que en la mayoría de las plantas es 
(TTTAGGG)n. Si bien la secuencia de la repetición ha variado a lo largo de la 
evolución, la riqueza en Gs y su asimetría están conservadas evolutivamente 
(Meyne et al., 1989). Los telómeros están organizados en estructuras de 
cromatina de orden superior (Gottschling et al., 1990), que a su vez forman los 
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lazos-T (“T-loops”) que han sido implicados en la protección de los extremos de 
los cromosomas (De Lange et al., 1983). Por otra parte, se ha visto que, in 
vitro, la cadena rica en Gs forma estructuras inusuales de DNA con 
apareamientos no Watson-Crick, denominadas G4-DNA (Sen y Gilbert, 1988; 
Sundquist y Klug, 1989). El descubrimiento de la  proteína POT1, que 
promueve y estabiliza estas estructuras, favorece la hipótesis de su relevancia 
in vivo (Fang y Cech, 1993).  
Es importante distinguir entre las secuencias sintetizadas por la telomerasa  
(que interaccionan con proteínas específicas de telómero para formar el 
complejo de protección terminal) y las secuencias subteloméricas TAS 
(“telomere associated sequences”, en inglés), localizadas a continuación de las 
repeticiones teloméricas. Las TAS contienen secuencias repetidas, tienen 
secuencias comunes a varios cromosomas y su longitud puede ser muy 
variable. También se ha visto que las TAS afectan la expresión de los genes 
adyacentes (Louis, 1995; Riethman, 2008).  
 
1.2.1. Los telómeros en D. melanogaster 
En D. melanogaster, así como en otras especies de Drosophila, la formación 
de los telómeros no tiene lugar por retrotransposición de cortas repeticiones 
teloméricas, mediante la telomerasa, sino por retrotransposición de elementos 




Figura 5. Secuencias teloméricas  
(a) sintetizadas por la telomerasa y (b) generadas mediante retrotransposición de transposones 
teloméricos en D. melanogaster. 
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En el caso de D. melanogaster se han descrito tres elementos distintos: HeT-A 
(Danilevskaya et al., 1994; Danilevskaya et al., 1992; Mason y Biessman, 1995; 
Pardue et al., 1996), TART (Levis et al., 1993; Sheen y Levis, 1994) y TAHRE 
(Abad et al., 2004c; Villasante et al., 2007b). 
 
Estos tres elementos son retrotransposones no-LTR que transponen al final de 
los telómeros, dejando su extremo 3’ más próximo al centrómero y el 5’ en el 
final del cromosoma. Esta orientación en la retrotransposición hace que los 
telómeros de D. melanogaster estén formados por tándems de 
retrotransposones que dan lugar a repeticiones más largas y complejas que las 
generadas por la telomerasa (Pardue et al., 1997). HeT-A, TART y TAHRE se 
caracterizan por tener una región 5’ UTR -esto es, que no se transcribe 
(“untranscribed region”, en inglés)- generalmente truncada, dado que ésta se 
encuentra en el extremo expuesto del cromosoma. Estos elementos mantienen 
la longitud de los telómeros pero no protegen el final del cromosoma del 
acortamiento causado por el problema de la replicación incompleta (Mason y 
Biessman, 1995). Además, estos elementos se caracterizan por tener una 
región 3’ UTR especialmente larga, hecho inusual en los retrotransposones. 
Tanto TART como TAHRE tienen dos ORFs que codifican para una proteína de 
unión a ácidos nucléicos y para una retrotranscriptasa. HeT-A, sin embargo, 
carece de la ORF que codifica la retrotransciptasa.  
 
Recientemente se ha postulado que HeT-A deriva del retrotransposón TAHRE 
(con el que comparte gran homología) mediante la pérdida de su ORFII, y que 
se trataría de un “half-TAHRE”, hecho que había sido descrito, también, con 
elementos del tipo LINE (long intersperesed nuclear elements)  (Consortium, 
2004; Smit, 1999) y que se ha observado como un suceso recurrente en varios 
retrotransposones teloméricos de otras especies de Drosophila (Villasante et 
al., 2007b). Así, el elemento HeT-A, carente de retrotranscriptasa, se transpone 
gracias a una retrotranscriptasa suministrada en trans, probablemente a partir 
del elemento completo TAHRE, como sucede con los elementos LINE y half-
LINE (Wei et al., 2001). 
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Por último es importante mencionar que, si bien los retrotransposones que se 
han descrito se definen como teloméricos, se han hallado secuencias de los 
mismos presentes en regiones centroméricas y otras regiones 
heterocromáticas, pero nunca en la eucromatina (Abad et al., 2004a; Agudo et 
al., 1999; Berloco et al., 2005; Danilevskaya et al., 1993; Losada et al., 1999a; 
Losada et al., 1997; Traverse y Pardue, 1989). 
 
1.3. El centrómero  
La región del cromosoma especializada en dirigir la segregación de las 
cromátidas hermanas a las células hijas durante la mitosis se conoce como el 
centrómero. Este aparece citológicamente visible como una constricción 
primaria en los cromosomas mitóticos de los eucariotas superiores. En el 
centrómero es donde se ensambla el cinetocoro, una estructura proteica 
compleja, que interacciona con los microtúbulos durante la segregación 
cromosómica.  
 
Existen dos clases principales de centrómeros en eucariotas: los centrómeros 
difusos y los centrómeros localizados (Ekwall, 2007). Los centrómeros 
localizados se dividen, a su vez, en dos modalidades: puntuales y regionales. 
Los centrómeros difusos, como los presentes en los cromosomas holocéntricos 
de Caenorhabditis elegans, se unen a los microtúbulos mediante determinantes 
cinetocóricos distribuidos a lo largo del cromosoma (Maddox et al., 2004). En 
los centrómeros puntuales la formación del cinetocoro se produce en una zona 
discreta especificada por una secuencia concreta (Pluta et al., 1995). Así,  en 
Saccharomyces cerevisiae, el DNA centromérico está formado por una 
secuencia de 125 bp que contiene tres subregiones: los elementos CDEI, 
CDEII y CDEIII (Clarke y Carbon, 1980; Clarke y Carbon, 1985). El cinetocoro 
de los cromosomas puntuales se une a un solo microtúbulo. En los 
centrómeros regionales, mucho más comunes (Schizosaccharomyces pombe, 
Drosophila melanogaster, Homo sapiens), el DNA centromérico contiene 
distintas repeticiones en tándem y el cinetocoro interacciona con varios 
microtúbulos. En S. Pombe el centrómero está formado por un elemento 
central (ctr) de 4-7 kb, que está flaqueado por las secuencias “imr” y por las 
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repeticiones “otr” que llegan a cubrir hasta 110 kb (Clarke, 1990; Clarke et al., 
1986).  
 
En eucariotas superiores el DNA centromérico se caracteriza por su contenido 
en secuencias en tándem altamente repetidas o satélites de DNA. En 
particular, en humanos se ha visto que todos sus centrómeros tienen bloques 
del denominado satélite alfoide (de hasta 7 Mb) con unidades de 171 bp 
orientadas cabeza-a-cola (Choo et al., 1991; Maio, 1971; Mitchel et al., 1985). 
La secuencia de estas repeticiones es globalmente rica en AT pero contienen 
un motivo de 17 bp, denominado “CENP-B box”, rico en GC, que funciona 
como sitio de unión a la proteína centromérica CENP-B (Earnshaw y Rothfield, 
1985; Earnshaw et al., 1987; Masumoto et al., 1989). En las regiones más 
externas de los bloques de satélite alfoide, éste está interrumpido por 
secuencias SINE (short intersperesed nuclear elements) y LINE (Prades et al., 
1996).  
 
A pesar de la alta conservación que existe en la maquinaria responsable de la 
segregación cromosómica en los eucariotas, la naturaleza repetida de las 
secuencias centroméricas hace que éstas evolucionen rápidamente e impiden 
que estén conservadas. Debido a la dificultad que existe para analizar, clonar, 
y secuenciar secuencias repetidas, actualmente no se conoce la secuencia 
completa de la mayoría de los centrómeros (Hoskins et al., 2007; Rudd y 
Willard, 2004; Schueler et al., 2001). 
 
Por otra parte, estudios sobre neocentrómeros, han mostrado que, en 
ocasiones, los centrómeros pueden formarse en regiones que carecen de las 
secuencias centrómericas conocidas, y que, sin embargo, forman un cinetocoro 
que se propaga a las siguientes generaciones. Esto hizo pensar que se 
requiere una conformación especial de la heterocromatina, la cual, mediante 
mecanismos epigenéticos, controla la formación y el mantenimiento del 
centrómero funcional (Vagnarelli et al., 2008).  
 
La cromatina de todos los centrómeros (incluidos los neocentrómeros) 
contienen una variante de la histona H3: la proteína centromérica CENP-A 
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(Harrington et al., 1997; Voullaire et al., 1993). La proteína CENP-A se utiliza 
rutinariamente como marcador centromérico dado que se observó que en 
células deficientes en CENP-A se bloquea la formación del centrómero (Amor 
et al., 2004; Goshima et al., 2003; Howman et al., 2000). La cromatina 
centromérica está formada por zonas con nucleosomas que contienen CENP-A 
entremezcladas con zonas donde los nucleosomas contienen la histona H3, en 
lugar de CENP-A (Blower et al., 2002). Además, en estas zonas se ha 
observado  que la histona H3 aparece dimetilada en su lisina 4 (Sullivan y 
Karpen, 2004). Curiosamente, esta metilación de la histona H3 es característica 
de las regiones eucromáticas (Jenuwein y Allis, 2001; Kouzarides, 2007), 
cuando normalmente las regiones heterocromáticas presentan metilación de la 
lisina 9 de la histona H3.  
 
Si bien las explicaciones sobre los mecanismos que subyacen la plasticidad de 
los centrómeros (a nivel de secuencia) se han centrado en la epigénesis 
(Karpen y Allshire, 1997), la existencia de RNAs codificados por los satélites 
centroméricos (Hall et al., 2002; Volpe et al., 2002) podría también explicar 
cómo las repeticiones centroméricas evolucionan tan rápidamente, 
manteniendo su función (Topp et al., 2004). De hecho, Wong y colaboradores 
han sugerido que los tránscritos de los satélites centroméricos podrían facilitar 
el ensamblaje de nucleoproteínas específicas del centrómero (Wong et al., 
2007).  
 
1.3.1. El centrómero en D. melanogaster 
Estudios citogenéticos permitieron a Lohe y colaboradores localizar los satélites 
de DNA presentes en el genoma de D. melanogaster, como se muestra en la 
figura 2 (Lohe et al., 1993). Estos estudios muestran que la mayoría de los 
satélites se encuentran en varias localizaciones no centroméricas. Además, 
tampoco se detectaron satélites comunes  a todos los centrómeros (Carmena y 
Gonzalez, 1995; Pimpinelli et al., 1994). El estudio realizado sobre el 
centrómero del minicromosoma Dp1187, derivado del cromosoma X, delimitó la 
función centromérica a 420 kb (Murphy y Karpen, 1995; Sun et al., 1997). En 
esa región se describió la presencia de bloques de los satélites de DNA 
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(AAGAG)n y (AATAT)n. Éstos satélites no son específicos de centrómeros (ver 
figura 2). Sin embargo, estudios sobre otros cromosomas han detectado 
satélites centroméricos específicos: en el cromosoma Y se ha descrito el 
satélite 18HT (Abad et al., 2004a; Agudo et al., 1999), mientras que en el 
cromosoma 3 se ha descrito el satélite dodeca (Abad et al., 1992). Según esto,  
en D. melanogaster el centrómero de cada cromosoma parece tener una 
organización estructural diferente pero semejante a los del resto de los 
eucariotas superiores. Esto hace de los cromosomas de D. melanogaster un 
buen sistema modelo para el estudio de la heterocromatina centromérica. Sin 
embargo, para poder dilucidar cómo se determina la identidad centromérica, y 
la relevancia de la composición del DNA centromérico, es preciso determinar la 
estructura de varios centrómeros. Por ello, este trabajo se ha centrado en el 
análisis estructural del centrómero de dos cromosomas de D. melanogaster: el 
cromosoma 3 y el cromosoma Y. 
1.3.1.1. El centrómero del cromosoma Y  
La presencia de retrotransposones específicos de telómeros, como HeT-A y 
TART, en la región centromérica h18 del centrómero del cromosoma Y de D. 
melanogaster viene siendo objeto de estudio durante la última década (Abad et 
al., 2004a; Agudo et al., 1999). Hasta la fecha dos hipótesis han sido 
propuestas: una defiende la idea de que pequeños fragmentos de los 
telómeros podrían haberse movido a regiones internas del cromosoma Y 
(Danilevskaya et al., 1993; George et al., 2006), mientras que la otra hipótesis 
propone que es un telómero entero o casi entero quien está presente en el 
centrómero del cromosoma Y (Abad et al., 2004a; Agudo et al., 1999). Los dos 
posibles escenarios se asemejan, siendo el tamaño del fragmento presente en 
el centrómero la única diferencia aparente. Sin embargo, los mecanismos que 
habrían originado cada una de esas situaciones son muy distintos. Como bien 
se conoce, durante la evolución los cromosomas Y adquieren duplicaciones 
segmentales con cierta frecuencia (Gvozdev et al., 2005). En consecuencia, se 
podría pensar que los fragmentos teloméricos encontrados en regiones no 
teloméricas del cromosoma Y de Drosophila podrían ser duplicaciones 
segmentales de distintos telómeros. Por otra parte, si se encontrasen 
evidencias de la presencia de un telómero entero en el centrómero del 
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cromosoma Y, entonces cabría pensar que el origen más probable sea un 
reordenamiento intra-cromosómico. Con el objetivo de resolver esta cuestión 
sería necesario determinar la secuencia de gran parte de la región h18.  
1.3.1.2. El centrómero del cromosoma 3  
Koryakov y colaboradores localizaron, mediante reordenamientos 
cromosómicos, el centrómero del cromosoma 3 de D. melanogaster en la 
banda heterocromática 53 (h53), coincidiendo con la localización de la 
constricción primaria observada en cromosomas prometafásicos (ver figura 6) 
(Koryakov et al., 2002).  
 
Figura 6. Localización del centrómero del cromosoma 3 de D. melanogaster mediante 
reordenamientos cromosómicos.  
Las líneas representan las deficiencias estudiadas. Extraído de Koryakov et al. (2002)  
 
 
En esta región se ha construido un mapa físico de, aproximadamente, 1,5 Mb 
que muestra dos bloques principales del satélite dodeca (Losada et al., 2000). 
Este satélite está formado por la repetición en tándem de unidades de 11 bp 
(ACCAGTACGGG) ó de 12 bp (ACCGAGTACGGG) (Abad et al., 1992) y  ha 
sido localizado, también, en los centrómeros de los cromosomas 2 y 3 de D. 
simulans y D. mauritiana (Carmena et al., 1993). Además, el satélite dodeca 
parece estar conservado evolutivamente, pues muestra hibridación cruzada 
con secuencias presentes en los centrómeros de distintas especies (Abad et 
al., 1992). 
1.4. Secuenciación de DNA altamente repetido 
La heterocromatina centromérica y telomérica, como ya se ha señalado, está 
principalmente compuesta por elementos moderadamente repetidos y por 
satélites de DNA. Dado que estas regiones tienen funciones importantes en la 
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segregación cromosómica y en la arquitectura nuclear, es necesaria una 
descripción detallada de su secuencia para lograr entender el comportamiento 
cromosómico y la evolución de los cromosomas.  
 
El método de secuenciación más utilizado en los proyectos de secuenciación 
de genomas completos, es el que se conoce como la técnica “shotgun”.  En 
esta técnica el DNA genómico de la especie en cuestión es fragmentado y 
clonado para generar una genoteca con insertos de ∼2 kb. Los clones de la 
genoteca son secuenciados y las lecturas son ensambladas en base a 
solapamientos. Habitualmente se genera también una genoteca de 
cromosomas artificiales de bacterias (BACs, en adelante) y a partir de esta 
genoteca se obtiene el número mínimo de BACs que cubre el genoma 
completo. Normalmente, sólo se secuencian los clones de esta genoteca que 
corresponden a regiones que no han podido ser descifradas mediante el 
“shotgun” inicial.  
 
La naturaleza repetida de la heterocromatina dificulta su clonación, mapeo, 
secuenciación y ensamblado. Además, el DNA repetido muestra un alto grado 
de inestabilidad en clones de bajo número de copias (plásmidos). Por este 
motivo para clonar grandes fragmentos de DNA genómico se utilizan BACs, 
que al replicarse en bajo número de copias, proporcionan mayor estabilidad. 
 
El principal problema de la secuenciación de la heterocromatina tiene lugar 
durante el proceso de ensamblado, cuando aparecen lecturas de secuencias 
idénticas o casi idénticas, y el programa de ensamblado, basado en 
solapamientos de secuencia, no es capaz de distinguirlas.  
 
Como consecuencia de estas dificultades técnicas, la heterocromatina ha sido 
excluida de la mayoría de los grandes proyectos de secuenciación (Myers et 
al., 2000; Venter et al., 2001), en los que el objetivo primordial era obtener la 
secuencia de la porción eucromática del genoma. Por lo tanto, si se quiere 
conocer la estructura de la heterocromatina de los organismos eucariotas 
superiores, es necesario desarrollar nuevas técnicas de secuenciación, que 


















El estudio realizado en esta tesis doctoral tiene como meta final encontrar los 
determinantes estructurales de la función centromérica en el cromosoma 
eucariótico. Para ello, se han utilizado los cromosomas 3 e Y de Drosophila 
melanogaster como modelo de estudio. Los objetivos concretos que se 
persiguen en el presente trabajo son los siguientes: 
 
1. Desarrollar una nueva técnica de secuenciación que permita obtener 
fácilmente la secuencia de las regiones heterocromáticas. 
 
2. Determinar el origen de la región centromérica h18 del cromosoma Y de 
D. melanogaster. 
 
3. Caracterizar la región h17 del cromosoma Y de D. melanogaster. 
 
4. Determinar la estructura de la región centromérica h53 del cromosoma 3 

















3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Materiales 
3.1.1. Mantenimiento de D. melanogaster y otras especies de Drosophila 
El organismo modelo empleado en esta tesis doctoral para abordar el estudio 
de las regiones centroméricas de los cromosomas eucariontes es Drosophila 
melanogaster. Como cepa silvestre de D. melanogaster se ha usado Vallecas. 
El mapeo físico de los satélites centroméricos del cromosoma 3 se ha realizado 
en la cepa isogénica red e (ésta cepa isogénica para el cromosoma 3 fue 
construida por el Prof. Ripoll en 1986). En el estudio de conservación de 
satélites centroméricos también fueron empleadas otras especies, del 
subgrupo melanogaster, como D. mauritiana y D. simulans. Todas estas 
especies fueron adquiridas a través del “Bloomington Drosophila Stock Center”, 
de la Universidad de Indiana, Estados Unidos. El mantenimiento de las 
distintas especies se realizó a una temperatura de 18ºC, en botellas de vidrio 
que contenían una papilla a base de harina, levadura, glucosa, agar, nipagin y 
ácido propiónico como fuente de alimento. 
3.1.2. Mantenimiento de líneas celulares de D. melanogaster 
En el presente trabajo se emplearon células S2 de D. melanogaster, las cuales 
se crecieron a 20ºC en un medio de cultivo compuesto por medio Schneider  
complementado con suero bovino fetal inactivado por calor (10%), penicilina y 
estreptomicina (100 µg/ml). 
3.1.3. Medios de cultivo bacteriano y soluciones 
La composición de los medios de cultivo  y soluciones utilizadas en esta Tesis 
se encuentran descritas en (Sambrook et al., 1989).     
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3.2.1. Preparación del DNA 
3.2.1.1. DNA genómico 
Para la extracción del DNA genómico de D. melanogaster, D. simulans y D. 
mauritiana se utilizaron moscas adultas tal y como se describe en (Pirrotta et 
al., 1983). La preparación del DNA genómico de alto peso molecular a partir de 
embriones de 0 a 12 horas se realizó en bloques de agarosa según se describe 
en (Abad et al., 1992). 
3.2.1.2. DNA de BACs 
En función de las necesidades de cantidad de DNA a obtener, la extracción del 
DNA de los BACs se realizó de distinta manera: en las maxi-preparaciones se 
partió de 500 ml de cultivo bacteriano (crecido 16 horas con agitación sobre 
medio LB con 12,5 µg/ml de cloranfenicol) y se procedió a extraer el DNA 
mediante lisis alcalina, seguida de una purificación mediante precipitación con 
polietilenglicol, según queda descrito en (Sambrook et al., 1989). En el caso de 
mini-preparaciones, se partió de 10 ml de cultivo bacteriano, y tras la lisis 
alcalina se purificó el DNA mediante extracción con fenol: cloroformo: 
isoamilico (25:24:1) y posteriormente se precipitó el DNA con isopropanol. 
Finalmente, en la extracción del DNA de los clones de la genoteca obtenida por 
transposición, que iban a ser secuenciados, se empleó el kit para extracción de 
DNA de BACs en placas de 96 pocillos de Quiagen, siguiendo las 
especificaciones de la casa comercial. (R.E.A.L Prep 96 Plasmid Kit, Quiagen). 
3.2.1.3. DNA de plásmidos 
El DNA de plásmido se obtuvo empleando el kit “Wizard Plus Minipreps DNA 
Purification Systems” (Promega), siguiendo las especificaciones de la casa 
comercial. 
3.2.1.4. Extracción del DNA de geles de agarosa 
Para extraer el DNA de geles de agarosa, se cortó la banda de interés y se 
empleó el kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). 
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3.2.2. Marcaje de sondas radioactivas 
3.2.2.1. Marcaje con α32P dCTP 
Las sondas P, T, Mst35Ba y dodeca se marcaron radioactivamente con α32P 
dCTP, partiendo del DNA amplificado mediante PCR, siguiendo las 
instrucciones del kit “Rediprime Random Prime Labelling System” (Amersham 
Pharmacia Biotech). 
3.2.2.2. Marcaje con γ32P ATP  
La sonda 10bp se marcó radioactivamente con γ32P ATP. Se marcaron 100 ng 
del oligonucleótido 10bp,  con 10 µCi de γ32P ATP (Perkin Elmer), 20 U de T4 
PNK en un medio que contenía 500 mM Tris-HCl (pH 7.6 a 25°C), 
100 mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM espermidina y 1 mM EDTA. La incubación 
se llevó a cabo durante una hora a 37ºC.  
3.2.3. Rastreo de tres genotecas genómicas de D. melanogaster 
Los filtros de las genotecas de BACs de D. melanogaster RPCI-98, CHORI221 
y CHORI223 fueron rastreados con las sondas Mst35Ba, dodeca y 10bp, en 
busca de clones de regiones centroméricas de los cromosomas 3 e Y de D. 
melanogaster. 
 
En el caso de las sondas Mst35Ba y dodeca, los filtros se prehibridaron a 
65ºC durante una hora en una solución que contiene 10% BSA, 0,5M EDTA, 
1M NaH2PO4-Na2HPO4 y 20% SDS. Los filtros se hibridaron 16 horas a 65ºC 
en la misma solución con las sondas marcadas radioactivamente y 
desnaturalizada 5 minutos a 95ºC. Se realizaron dos lavados de 30 minutos a 
65ºC en 2x SSC y 0,1% SDS seguidos por dos lavados de 15 minutos a 65ºC 
en 0,2x SSC y 0,1% SDS. 
 
En el caso de la sonda 10bp, por su alto contenido en A y T, se redujo la 
temperatura de prehibridación e hibridación y los lavados posteriores se 
realizaron a una temperatura de 50ºC. 
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Los filtros fueron expuestos a películas de autorradiografía Kodak, a  -80ºC, 
con pantallas amplificadoras de señal, durante el tiempo necesario para 
detectar la señal, que normalmente fue de una noche.  
 
3.2.4. Digestión del DNA con enzimas de restricción y endonucleasas 
“homing” 
En múltiples ocasiones a lo largo del desarrollo de este trabajo se digirió DNA 
de distinta procedencia con enzimas de restricción siguiendo, en cada caso, las 
instrucciones especificadas por el fabricante (NEB). En el caso de las 
endonucleasas “homing”, las digestiones se llevaron a cabo durante 4 horas a 
37ºC, fueron inactivadas mediante calentamiento durante 10 minutos a 65ºC y 
se adicionó 1 µl de 10% SDS. Los fragmentos de restricción se corrieron en 
geles de agarosa, como se describe en el siguiente apartado. 
3.2.5. Electroforesis en geles de agarosa 
3.2.5.1. Electroforesis convencional 
Los DNAs genómicos, de BACs, de plásmidos y los DNAs obtenidos mediante 
PCR se corrieron en geles de agarosa de concentraciones comprendidas entre 
el 0.8% y 1% en tampón 0,5x TAE (20 mM Tris-acetate y 0,5 mM EDTA, pH 
8.0). Como marcadores de peso molecular se usaron múltiplos del DNA del 
fago λ, el DNA del fago λ digerido con HindIII y el DNA del fago φ29 digerido 
con HindIII. La electroforesis se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en 
(Sambrook et al., 1989). Los geles de agarosa fueron teñidos con bromuro de 
etidio (0,5 mg/ml), lavados en agua destilada y fotografiados bajo un 
transiluminador de luz blanca/UV acoplado a una cámara (UVP Laboratory 
Products).  
3.2.5.2. Electroforesis de campo pulsado 
Cuando la digestión del DNA de BACs producía fragmentos de gran tamaño, 
éstos se separaban mediante electroforesis de campo pulsado en geles de 
agarosa del 1% en tampón 0,5x TAE (20 mM acetato de Tris y 0,5 mM EDTA, 
pH 8.0). La electroforesis se llevó a cabo en un aparato CHEF-DRII (Bio-Rad) a 
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6 V/cm, con un gradiente de pulso de 0,4 a 10 segundos, durante 20 horas a 
14ºC, Como marcadores de peso molecular se usaron los marcadores 
comerciales Low Range PFG y Mid Range PFG (NEB). Los geles de agarosa 
fueron teñidos con bromuro de etidio (0,5 mg/ml), lavados en agua destilada y 
fotografiados bajo un transiluminador de luz ultravioleta. Los fragmentos de alto 
peso molecular obtenidos tras la digestión del DNA de embriones se analizaron 
utilizando el aparato de electroforesis de campo pulsado Waltzer, desarrollado 
por (Southern et al., 1987), pues la resolución de éste en mayor que la del 
CHEF-DRII. 
3.2.6. Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR 
Las concentraciones de los componentes de las reacciones de PCR utilizadas 
en las amplificaciones realizadas en esta tesis doctoral, fueron estándar: 0.2 
mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 0.1 µM de cada uno de los cebadores y 2 unidades 
de DNA Taq polimerasa (Promega) en un volumen final de 50 µl. En ocasiones 
se emplearon distintas polimerasas, como la DNA polimerasa “FideliTaqTM PCR 
Master Mix” (usb), para amplificar el pseudogen Mst35Ba, y las polimerasas 
Expand Long Template PCR System (Roche) y LA PCR Kit (donde el “LA” 
representa “Long and accurate”) para amplificar fragmentos de tamaño superior 
a 5 kb. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Perkin-
Elmer 9600 y en un Perkin Elmer 2400. Los programas de PCR y las parejas 
de cebadores usados en cada reacción se especifican en el apartado 
correspondiente. 
3.2.7. Clonación de productos de PCR o fragmentos de DNA obtenidos 
mediante digestión enzimática 
Las distintas clonaciones realizadas en el transcurso de esta tesis doctoral, se 
realizaron sobre distintos vectores, algunos comerciales, como pBluescript II 
KS- (Stratagene) y pMOD2<oriV/KAN-2> (Epicentre), y otros fueron 
construcciones previamente obtenidas. Los insertos se obtuvieron o bien por 
PCR o bien mediante digestión enzimática. En los casos necesarios tanto 
vector como inserto fueron incubados con una mezcla de dideoxinúcleotidos 
(0,1 mM) y las enzimas T4 DNA polimerasa y Klenow (Roche), en una solución 
que contenía 50 mM Tris-HCl, 15 mM (NH4)SO4, 7 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 
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10 mM 2-mercaptoethanol y 0.02 mg/ml BSA, para generar extremos romos. 
Las incubaciones se hicieron primero sólo con una unidad de enzima T4 DNA 
polimerasa, 40 minutos a temperatura ambiente y 10 minutos a 37ºC, y 
posteriormente se adicionaron dos unidades de enzima klenow y se incubó 
otros 30 minutos a 37ºC. Los vectores fueron siempre defosforilados, con dos 
unidades de fostatasa alcalina (Roche) en 50 mM Tris-HCl y 0,1 mM EDTA 
durante cuatro periodos de 15 minutos alternando las temperaturas de 37ºC y 
56ºC. Las ligaciones se realizaron mediante el “Fast-Link™ DNA Ligation Kit” 
(Epicentre) siguiendo las indicaciones del proveedor. Se transformó mediante 
choque térmico en células competentes DH5α o DH10B, según las 
necesidades de la construcción en cuestión. Los detalles particulares de cada 
clonación se detallan en el apartado correspondiente. 
3.2.8. Comprobación de colonias transformantes 
3.2.8.1. Comprobación de colonias transformantes mediante PCR  
Cuando se contaba con una pareja de cebadores a ambos extremos del 
inserto, o incluso en zonas interiores, se comprobaba la presencia del mismo 
mediante PCR. En lugar de extraer el DNA de cada colonia, se pinchaba 
directamente cada colonia con un palillo, que se introducía en la mezcla de 
reacción. Durante la desnaturalización inicial de la PCR es de suponer que las 
células se rompen por el calor, dejando el DNA más accesible. Tras la PCR,    
5 µl de cada amplificación se cargaban en un gel de agarosa, y los fragmentos 
de DNA se separaban mediante una electroforesis convencional. 
Posteriormente las moléculas de DNA eran visualizadas mediante luz 
ultravioleta. 
3.2.8.2. Comprobación de colonias transformantes mediante digestión 
con enzimas de restricción 
En ocasiones, la presencia de inserto se analizó mediante digestiones 
enzimáticas. Así, observando el incremento del tamaño de una o varias 
bandas, o la aparición de bandas nuevas es posible detectar la presencia del 
inserto e incluso la orientación del mismo. Las enzimas de restricción utilizadas 
en cada caso, serán detalladas en el apartado correspondiente. 
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3.2.9. Transposición in-vitro  
Se formaron “transposomas” incubando 1 µg del transposón junto con 10 µg/µl 
de transposasa hiperactiva, en una solución que contenía 50 mM de tris-
acetato (pH 7.5), 150 mM de acetato potásico, 10 mM de acetato magnésico y 
4 mM de espermidina. Las incubaciones para la formación de los complejos se 
llevaron a cabo durante 2 horas a 37ºC en un volumen total de  40 µl. Para la 
transposición in-vitro se incubaron 14 µl de los “transposomas” con 1 µg del 
DNA de interés, durante 2 horas a 37ºC, en un volumen de reacción de 20 µl. 
Las reacciones se pararon con 0.1% SDS y 10 minutos de incubación a 70ºC.  
3.2.10. Transformación del DNA 
3.2.10.1. Transformación mediante choque térmico 
La transformación mediante choque térmico se empleó para introducir en las 
células plásmidos de tamaño inferior a 10 kb y se realizó tal como está descrito 
en (Sambrook et al., 1989). Para las transformaciones se utilizaron células 
competentes DH5α o DH10B, obtenidas en el servicio de fermentación del 
CBMSO. 
3.2.10.2. Transformación mediante electroporación 
La transformación mediante electroporación se empleó para introducir en las 
células plásmidos de tamaño superior a 10 kb y DNA de BACs. Las 
electroporaciones se realizaron en un equipo de electroporación Easyjet Plus 
EquiBio, con cubetas de 0,2 cm de grosor, y bajo las siguientes condiciones:     
5 ms, 2.5 Kv, 25 µF, 200 ohmnios. Las células empleadas fueron 
TransforMax™ EPI300™ Electrocompetent E. coli (Epicentre). 
3.2.11. Secuenciación del DNA 
La secuenciación del DNA se realizó en la Unidad de Genómica “Antonia 
Martín Gallardo” del Parque Científico de Madrid, PCM-UAM, mediante la 
química de terminadores marcados (Big Dye Terminators, v3.1, Applied 
Biosystems). Las condiciones de la reacción de secuenciación empleadas 
fueron las recomendadas por la casa comercial (Applied Biosystems). Las 
reacciones de secuenciación se analizaron en un secuenciador ABI Prism 
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3730. Los cebadores empleados para cada reacción de secuenciación se 
detallan en el apartado correspondiente. 
3.2.12. Análisis de la secuencia del DNA 
3.2.12.1. Búsqueda de secuencias homólogas en bases de datos y 
comparación de secuencias. 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas empleando el programa 
informático BLAST, que las compara contra todas las secuencias existentes en 
una base de datos determinada. Las bases de datos empleadas fueron las de 
Flybase (www.flybase.org) y del Genbank (http://BLAST.ncbi.nlm.nih.gov/).  
Las herramientas utilizadas para comparar dos secuencias entre sí fueron 
BLAST2 (http://BLAST.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wBLAST2.cgi), y “Dotplot” 
(http://www.vivo.colostate.edu/molkit/dnadot/). 
3.2.12.2. Ensamblaje de secuencias 
Las lecturas fueron ensambladas utilizando los programas del paquete Staden, 
que incluyen los programas preGap4, Gap4, Trev y Spin (Bonfield et al., 1995; 
Staden, 1996). Los detalles del ensamblaje de las secuencias del BACR26J21 
se detallan en el apartado correspondiente. 
3.2.13. Hibridación in situ con sondas fluorescentes (FISH) 
3.2.13.1. Preparación de cromosomas mitóticos 
Los cromosomas prometafásicos fueron obtenidos a partir de neuroBLASTos 
de larvas en el tercer estadio. La extracción de los cerebros se llevó a cabo en 
solución salina (1x PBS ). Los cerebros fueron sumergidos durante 5 minutos 
en citrato sódico 0,5 M, transferidos a una gota de ácido acético al 45% sobre 
un cubreobjeto recubierto con silicona, donde permanecieron durante 90 
segundos, pasados los cuales se eliminó el ácido acético al 45% y se 
añadieron 2 µl de ácido acético al 60% a cada cerebro. Entonces se procedió a 
realizar el aplastado y a congelar las preparaciones en nitrógeno líquido. Tras 
la congelación las preparaciones se deshidrataron en etanol absoluto a -20ºC, 
donde se conservaron hasta su posterior utilización. 
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3.2.13.2. Marcaje de las sondas  
En el transcurso de esta tesis doctoral se han empleado distintos tipos de 
sondas y de marcaje de las mismas. Por un lado, para hibridar DNA satélite, 
se emplearon oligonucleótidos marcados en origen, por la propia casa 
comercial (New England Biolabs). Éste fue el caso de las sondas: 
• Dodeca, oligonucleótido de 46 nt, que fue marcado con 
fluoresceína en el extremo 3’ y con cy3 en el extremo 5’, 
• 10bp, oligonucleótido de 50 nt, que fue marcado con fluoresceína 
en el extremo 3’ y con cy3 en el extremo 5’, 
• 15bp, oligonucleótido de 41 nt, que fue marcado con cy3 en el 
extremo 5’, 
Por otro lado, tanto el DNA de los BACs de la genoteca RPCI-98 de D. 
melanogaster como los DNAs amplificados mediante PCR fueron marcados 
con digoxigenina mediante “nick  translation” siguiendo las indicaciones del 
kit “DIG-Nick Translation Mix” de la casa comercial Roche. Estas sondas, 
tras ser marcadas fueron precipitadas con acetato sódico (3M) y etanol 
absoluto, y guardadas a -20ºC hasta su uso posterior.   
3.2.13.3. Condiciones de hibridación 
El DNA de las preparaciones se desnaturalizó en formamida al 70%,  2x SSC a 
70ºC durante 2 minutos, tras lo cual las preparaciones se deshidrataron en 
etanol al 75%, al 90% y absoluto, todas ellas a -20ºC, durante 5 minutos cada 
paso y se secaron al aire.  
 
Las sondas fueron disueltas en la solución de hibridación (50% formamida, 
10% sulfato de dextrano y 2x SSC). Para cada preparación se emplearon 
alrededor de 250 ng de DNA marcado. Estas sondas se desnaturalizaron 
durante 10 minutos a 80ºC y se añadieron sobre las preparaciones. Tras 
colocar el cubreobjeto, las preparaciones se sellaron con pegamento imedio y 
se incubaron en una cámara húmeda durante 16 horas a 37ºC, excepto cuando 
la sonda empleada era 10bp, en cuyo caso se incubaron a 30ºC. En estos 
casos la temperatura de incubación se redujo debido al alto contenido en AT de 
la sonda. 
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3.2.13.4. Inmunodetección de las sondas 
Tras la hibridación las preparaciones se sometieron a los siguientes lavados: 
tres lavados de 5 minutos en 50% formamida y 2x SSC a 42ºC, otros tres 
lavados de 5 minutos en 0,1x SSC a 60ºC. A continuación se incubaron con 
solución de bloqueo (3% BSA, 4x SSC y 0.1% Tween 20) a 37ºC durante 30 
minutos en una cámara húmeda oscura. Para detectar las sondas, se usaron 
los anticuerpos anti-Digoxigenina conjugado con fluoresceína o anti-
Digoxigenina conjugado con rodamina (Roche) diluidos hasta una 
concentración de 2 µg/ml en 1% BSA, 4x SSC y 0.1% Tween 20. En ambos 
casos la incubación se llevó a cabo durante 30 minutos a 37ºC en una cámara 
húmeda oscura. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos en    
4x SSC y 0,1% Tween20 a 42ºC. El DNA se tiñó con una solución de DAPI 
(4’,6’-diamidino-fenolindol) a 50 ng/ml en 2x SSC durante 5 minutos y las 
preparaciones  se  montaron  con  una  solución  “antifading” (Vectashield) y se 
sellaron con laca de uñas,  conservándose  a -20ºC hasta su observación en un 
microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) acoplado a una cámara CCD SPOT 
RT Slider (Diagnostic). Las imágenes fueron obtenidas mediante el programa 
Metavue (Zeiss) y el procesamiento digital posterior de las mismas se realizó 
usando el programa Adobe Photoshop.  
3.2.14. Inmunofluorescencia e hibridación in situ en fibras de cromatina  
3.2.14.1. Preparación de fibras de cromatina 
Se centrifugaron  5x104 células S2 durante  2 minutos a 3500 rpm. El 
sedimento celular se resuspendió en citrato sódico al 0,5%, y se incubó a 
temperatura ambiente durante 10 minutos, tras los cuales se centrifugó en una 
citocentrifuga 4 minutos a 800 rpm, de modo que las células quedaron 
adheridas a los portaobjetos poli-lisinados. Se sumergieron las preparaciones 
durante 25 minutos a temperatura ambiente en una solucion de lisis, 
compuesta por 25 mM Tris, 0,5 M cloruro sódico y 1% Triton X-100. A 
continuación se retiró la solución a una velocidad constante, mediante una 
bomba peristáltica, de modo que la tensión superficial de la solución, al bajar el 
nivel de la misma en la cubeta, estirase las fibras de cromatina sobre la 
superficie del portaobjetos. Se incubaron las preparaciones 15 minutos a 
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temperatura ambiente en 1x PBST. De nuevo se incubaron en la misma 
solución de lisis, esta vez durante 15 minutos, tras los cuales se volvió a retirar 
la solución empleando la bomba peristáltica. Se fijaron las fibras durante 10 
minutos en una solución de 1x PBST que contenía formaldehido al 4%, tras lo 
cual, se lavaron durante 5 minutos en 1x PBS y se procedió a realizar la 
inmunofluorescencia. 
3.2.14.2. Inmunofluorescencia 
En el desarrollo de esta tesis doctoral únicamente se empleó un anticuerpo, 
que reconoce la proteína centromérica CID (homóloga en Drosophila de la 
proteína CENP-A humana). El anticuerpo primario empleado fue anti-CID, de 
pollo. El anticuerpo se utilizó a una dilución de 1:100, en suero de cabra 
(Zymed Laboratorios Inc.). El anticuerpo secundario empleado fue anti-pollo 
IgG conjugado con Alexa 488 (Molecular probes)  y se empleó una dilución de 
1:500, en el mismo suero de cabra. 
 
Tras bloquear las fibras durante 30 minutos en suero de cabra, la incubación 
con el anticuerpo primario (anti-CID) se realizó durante toda la noche a 4ºC en 
una cámara húmeda. A continuación, se hicieron tres lavados en PBST (1x 
PBS y 0.1% Triton) de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente, tras los 
cuales se procedió a la incubación con el  anticuerpo secundario (anti-pollo 
Alexa 488) durante 1 hora a 37ºC en cámara húmeda. Las preparaciones se 
lavaron tres veces durante 5 minutos con PBST y tres veces con PBS.  
3.2.14.3. Hibridación in situ 
El marcaje de las sondas, las condiciones de hibridación y  la inmunodetección 
de las mismas se realizó como se detalla en los apartados 3.2.13.2, 3.2.13.3, y 
3.2.13.4. El DNA de las fibras se tiñó con DAPI y las preparaciones se 






















4.1. El centrómero del cromosoma Y de Drosophila melanogaster 
4.1.1. Análisis de la región centromérica h18 
4.1.1.1. Desarrollo de una estrategia de secuenciación para DNA 
heterocromático  
Aunque los cósmidos, los BACs y los clones de genotecas P1 pueden 
secuenciarse eficientemente mediante la técnica “shotgun” (Wilson y Mardis, 
1997), en muchas ocasiones, cuando el fragmento genómico inserto en el clon 
es DNA repetido, esta técnica de secuenciación no funciona. Las razones son 
varias: dificultad a la hora de subclonar, eliminación de ciertas secuencias 
repetidas, reordenamientos, además del gran problema que conlleva el 
ensamblado de las lecturas obtenidas. En la actualidad grupos especializados 
en “finalización de la secuencia” están realizando grandes esfuerzos para 
obtener la secuencia completa de clones heterocromáticos. Para resolver este 
problema, en esta tesis doctoral se ha modificado la técnica de secuenciación 
mediante transposones para permitir secuenciar satisfactoriamente, y de 
manera automatizable, cualquier clon heterocromático de gran tamaño (por 
ejemplo BACs), independientemente de la naturaleza y composición de su 
secuencia. 
4.1.1.2. Obtención del transposón artificial Tn599 
La técnica de secuenciación se basa en el empleo de un transposón del tipo 
Tn5 para generar, in vitro, una genoteca de clones con el transposón insertado 
aleatoriamente a lo largo de todo el fragmento de interés. Los BACs posen un 
origen de replicación de bajo número de copias y por ello son el vector idóneo 
para trabajar con DNA repetido altamente inestable. Sin embargo, a la hora de 
manejar cultivos bacterianos y de extraer el DNA es preferible manejar 
volúmenes pequeños con mayor número de copias por célula. Por lo tanto, en 
la construcción del transposón se ha partido del plásmido pMOD2<oriV/KAN-
2>, que suministra el origen de replicación inducible oriV. Tras la inducción de 
este origen de replicación, mediante la producción de la proteína de replicación 
TrfA, se generan múltiples copias del clon en la célula huesped. Esta 
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capacidad sólo se utiliza en el paso previo a la extracción del DNA, 
disminuyendo la posibilidad de que se produzcan modificaciones en la 
secuencia de interés. Además, en el transposón se han insertado las dianas de 
reconocimiento para las enzimas PI-SceI e I-SceI. Estas dianas son 
indispensables para poder mapear el sitio de inserción del transposón en cada 
clon. Posteriormente, los datos del mapeo se combinarán con las lecturas de 
secuencia para conseguir un ensamblado adecuado. Al incluir la información 
de la posición nunca se ensamblarán erróneamente secuencias similares que 
provengan de distintos lugares del DNA repetido.  
 
Tanto PI-SceI como I-SceI son endonucleasas tipo “homing”, esto es, DNasas 
de cadena doble que reconocen una diana asimétrica muy larga; 18 bp para I-
SceI y 39 bp para PI-SceI. Por esto, las dianas de las endonucleasas del tipo 
“homing” son poco frecuentes. Por ejemplo, se ha estimado que una diana de 
reconocimiento de 18 bp de longitud ocurre una vez por cada 7 x 1010 bp de 
secuencia. Esto equivale a decir que la secuencia diana se encontrará una sola 
vez en 20 genomas de mamíferos (Jasin, 1996). Sin embargo, al contrario de lo 
que ocurre con las enzimas de restricción habituales, las endonucleasas 
“homing” toleran cierta degeneración en la secuencia diana de reconocimiento 
(Argast et al., 1998; Gimble y Wang, 1996). A pesar de esto último, la 
probabilidad de encontrar estas dianas de reconocimiento en una secuencia de 
interés es casi nula. Así, mediante una simple digestión, se podrá medir el sitio 
de inserción del transposón modificado con estas dianas, siempre que el vector 
empleado en la construcción de las genotecas lleve al menos una de ellas. En 
la actualidad, la mayoría de las genotecas incluye una de estas dianas 
(http://bacpac.chori.org/vectorsdet.htm).  
 
Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, la construcción del plásmido 
fue llevada a cabo del modo que se describe a continuación. Se partió del 
plásmido pMOD2<oriV/KAN-2> (cedido por Epicentre) el cual fue digerido con 
HindIII, se hicieron extremos romos y se defosforiló. El vector fue entonces 
ligado a un fragmento de DNA de  600 bp que contenía la diana de 
reconocimento para I-SceI. Este fragmento fue obtenido, a su vez, mediante 
digestión doble con las enzimas EcoRI y SalI del plásmido pSCM522 
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(Monteilhet et al., 1990), y también se hicieron romos sus extremos, para hacer 
posible la ligación con el vector. Una vez se obtuvo el plásmido 
pMOD2<oriV/KAN-2/I-SceI>, éste fue digerido con la enzima SacI, se hicieron 
extremos romos, se deforforiló y se ligó al fragmento de 750 bp que incluía la 
diana para la enzima PI-SceI. Este fragmento se había obtenido previamente 
mediante digestión doble con las enzimas HindIII y PstI, a partir del plásmido 
pSBVDEX (Gimble y Thorner, 1993) y se habían hecho sus extremos romos. 
La construcción final obtenida se trata del plásmido pMOD2<oriV/KAN-2/I-
SceI/PI-SceI>, del cual se obtiene el transposón Tn599 por digestión doble con 
PshAI y con ApaLI . El tamaño del transposón es de 3,3 kb. La figura 7 muestra 
la construcción del plásmido pMOD2<oriV/KAN-2/I-SceI/PI-SceI> y una 
representación esquemática del transposón Tn559.  
 
 
Figura 7. Plásmido pMOD2<oriV/KAN-2/I-SceI/PI-SceI> y transposón Tn599. 
(a) Esquema del plásmido pMOD2<oriV/KAN-2/I-SceI/PI-SceI>. (b) Esquema del transposón 
Tn599. 
 
Resumiendo, el transposón contiene los siguientes rasgos característicos: (i) 
dos secuencias “mosaico final “ (ME, del inglés “mosaic end”) en los extremos 
del transposón, necesarios para que el transposón se integre, (Zhou et al., 
1998),  (ii) secuencias conocidas adyacentes a los ME que sirven como lugares 
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de unión de los cebadores que serán empleados para secuenciar la región del 
inserto contigua al transposón, (iii) un gen de resistencia a kanamicina, que 
permitirá seleccionar aquellos clones en los que se haya insertado el 
transposón, (iv) un origen de replicación inducible oriV, que transformará el 
BAC de “copia única” a “múltiples copias”, (v) y una diana de reconocimiento 
para la endonucleasa I-SceI y otra para PI-SceI (ver Figura 7.b). 
4.1.1.3. Validación de la nueva técnica de secuenciación 
Para evaluar la estrategia, se decidió probarla en un BAC heterocromático de 
la genoteca RPCI-98 de D. melanogaster, construída para el proyecto de 
secuenciación del genoma de Drosophila llevado a cabo en Berkeley (Berkeley 
Drosophila Genome Project, BDGP). El vector de clonación utilizado en la 
construcción de la genoteca fue el vector pBACe3.6, que tiene una diana de 
reconocimiento para la enzima PI-SceI en su posición 11371-11407 (Hoskins et 
al., 2000). El BAC elegido fue el BACR26J21, pues según los datos previos, 
estaba compuesto por unas 100 kb de repeticiones de 3,1 kb del satélite 18HT, 
algunos elementos HeT-As truncados y algún transposón, como el elemento F 
y el elemento copia (Abad et al., 2004a; Agudo et al., 1999; Losada et al., 
1997). Con objeto de saber si el nuevo abordaje de secuenciación mejoraba las 
técnicas estándar existentes, el BACR26J21 se secuenció independientemente 
en dos laboratorios. La secuenciación y ensamblado con la nueva estrategia 
fue realizada en el CBMSO, mientras que la secuenciación mediante los 
protocolos estándar fue realizada por el grupo de “finalización de la secuencia” 
del Wellcome Trust Sanger Institute (WTSI), bajo la supervisión de la Dra. 
Whitehead. 
4.1.1.4. Obtención de una genoteca del BACR26J21 mediante 
transposición del transposón Tn599 
El primer paso consistió en la formación de complejos de transposición 
incubando 1 µg del transposón Tn599 (fragmento de 3,3 kb) con 10 µg/µl de 
transposasa hiperactiva durante 2 horas a 37°C en 40 µl de un tampón que 
contiene 50 mM Tris-acetato (pH 7.5), 150 mM acetato potásico, 10 mM 
acetato magnésico y 4 mM espermidina. Posteriormente se incubaron 14 µl de 
la reacción de formación de estos complejos con 1 µg de DNA del BACR26J21 
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durante 2 horas a 37ºC en un volumen final de 20 µl. Las reacciones se 
pararon con 0,1% SDS y 10 minutos a 70ºC. Tras desalación en conos de 
agarosa, se transformó y se seleccionó con 30 µg/ml kanamicina y 12,5 µg/ml 
cloranfenicol.  
 
Figura 8. Esquema de la técnica de secuenciación mediante trasposición, incorporando 
la información posicional.  
(a) BACR26J21, (b) transposición in vitro para generar una genoteca, (c) mapeo de la posición 
de inserción del transposón, (d) secuenciación y (e) ensamblado, empeando la posición. 
 
En un único evento de transposición in-vitro del transposón Tn599 sobre el 
BACR26J21 se obtuvieron alrededor de 2.500 transformantes, generándose 
así una genoteca del BACR26J21 con el transposón Tn599 insertado al azar. 
(ver Figura 8, a y b).  
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4.1.1.5. Mapeo de la inserción del transposón Tn599.  
Es importante mencionar que antes de comenzar se realizó una estimación del 
número de clones que convendría procesar. La longitud del fragmento 
heterocromático presente en el BACR26J21 se midió mediante electroforesis 
de campo pulsado, tras la digestión del BAC con la enzima de restricción NotI 
(datos no mostrados) y se estimó en 160 kb. Además se consideró que era 
necesario obtener una cobertura de lectura de entre 4x y 5x, esto es, que cada 
base de la secuencia final hubiese sido secuenciada en 4-5 lecturas distintas, 
como media. Para realizar este cálculo se consideró que 700 nucleótidos es la 
longitud media de secuencia de calidad que se obtiene rutinariamente en un 
secuenciador de capilares ABI 3730xl. Con estos datos se procedió al cálculo 
de la siguiente manera: 
 
                   Nº nucleótidos totales  x  cobertura de lectura 
Nº clones=  —————————————————————— 
                   2 lecturas/clon  x 700 nucleótidos/lectura 
 
De este modo se obtuvieron los valores que muestra la tabla 2 para el número 
de clones a procesar si se quiere obtener una cobertura de lectura de 4x y de 
5x.  








Tomando esos valores obtenidos como el número de clones a procesar, y 
asumiendo que habría un pequeño porcentaje de clones que podrían fallar (por 
inserción de más de un transposón, por ejemplo), se decidió medir el sitio de 
inserción del transposón en 620 clones, para tener un amplio margen. 
 
Se inocularon cultivos de los 620 clones BACR6J21-Tn599 en LB con  
kanamicina y cloranfenicol. Cuando la absorbancia de dichos cultivos (medida 
a una longitud de onda de 590 nm) era de 0.2–0.3, se añadió L-arabinosa  
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hasta una concentración final del 0.01% (para inducir la expresión del gen TrfA) 
y los cultivos se continuaron creciendo durante 4–5 horas más, antes de 
centrifugar los mismos para extraer el DNA. 
 
 
Figura 9. Mapeo de la inserción del transposón Tn599 en 15 clones. 
 (a) Imagen de un gel con el DNA digerido con PI-SceI y fragmentado mediante electroforesis 
de campo pulsado (1% agarosa, 6 V/cm, pulso de 0,4 -10 seg, durante 20 horas a 14ºC). (b) 
Hibridación del DNA transferido, con la sonda P. 
 
 
A continuación, se procedió a mapear el sitio de inserción del transposón en 
cada clon, para lo cual se digirió DNA extraído de los 620 clones con la enzima 
de restricción PI-SceI (figura 8c). En cada clon sólo existen dos sitios de 
reconocimiento; uno en el vector pBACe3.6 y el otro en el transposón Tn599. 
Tras la digestión de los clones, los dos fragmentos generados se separaron 
mediante electroforesis en campo pulsado y con ayuda de los marcadores de 
peso molecular se estimó el tamaño del fragmento más pequeño. Únicamente 
se midió la banda inferior porque en las condiciones de electroforesis 
empleadas el rango de máxima separación abarca hasta unas 90 kb, 
perdiéndose resolución en tamaños superiores. El tamaño de la banda superior 
se calculó restando la inferior del tamaño total del clon. Sin embargo, si bien se 
obtuvieron los tamaños de ambos fragmentos, todavía no se tenía suficiente 
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información para asignar la posición del transposón en el BAC, puesto que 
existen dos posibilidades para cada par de medidas: las dos posiciones serían 
simétricas si se considera la diana de PI-SceI del vector como punto de origen 
de la medición. Por este motivo, el DNA del gel fue transferido a una 
membrana de nylon cargada positivamente y ésta fue hibridada con la sonda P 
marcada radioactivamente (figura 8c y figura 9). La sonda P deriva de una 
región del vector pBACe3.6, y se obtuvo mediante PCR utilizando el vector 
pBACe3.6 como molde de DNA y los cebadores P-Fw y P-Rv. La secuencia de 
los cebadores y las condiciones de la reacción de PCR están detallados en la 
tabla 3.  
 
 
Figura 10. Mapeo de la inserción del transposón en dos clones en los que el transposón 
se ha insertado equidistantemente respecto a la diana PI-SceI del vector.  
(a) Clones A y B, (b) Digestión con PI-SceI, (c) PFGE y (d) Hibridación con la sonda P. 
 
 
La figura 10 muestra un ejemplo de dos clones (denominados A y B) con el 
transposón insertado en las posiciones simétricas respecto de la diana PI-SceI 
del vector. Ambos clones, tras la digestión con PI-SceI generan una pareja de 
fragmentos de tamaños semejantes. Tomando únicamente las medidas de los 
fragmentos, no se puede distinguir la posición relativa de cada uno de ellos (ver 
figura 10a. A y B). Sólo después de la hibridación con la sonda P se pueden 
discernir los dos fragmentos, y, por lo tanto, situarlos en su posición correcta a 
lo largo del BAC (figura 10. A y B). En la mayoría de los clones analizados la 
digestión con la enzima PI-SceI generó dos fragmentos de DNA, pero en 
ocasiones se generaron tres o más fragmentos, probablemente, como 
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consecuencia de una inserción múltiple del transposón en una molécula del 
BAC. Estos clones fueron descartados. 
 
Tabla 3. Cebadores y condiciones de la PCR para obtener la sonda P. 
 
Cebadores    
P-Fw: 5’AAGGCCGTAATATCCAGCTG 3’ 
P-Rv: 5’CTTCGTGTAGACTTCCGTTG 3' 
 
Programa de PCR    
Desnaturalización inicial 94ºC, 5 min   
Desnaturalización 94ºC, 1 min  
Anillamiento 55ºC, 30 seg 30 ciclos 
Extensión 72ºC, 1 min 
 
 
Extensión final 72ºC, 10 min   
 
 
Por otra parte, también se estudió la posibilidad de obtener la orientación de 
inserción del transposón en cada clon, que supondría más información, y 
ayudaría en el proceso de ensamblaje. Para esto, se diseñó otra sonda, la 
sonda T, que hibrida en el transposón a un lado de la diana de reconocimiento 
de PI-SceI. Esta sonda se obtuvo mediante PCR utilizando el transposón 
Tn599 como molde de DNA y los cebadores T-Fw y T-Rv. La secuencia de los 
cebadores y las condiciones de la reacción de PCR están detallados en la tabla 
4. El producto de PCR obtenido fue marcado radioactivamente. Tras la 
hibridación con la sonda P, las membranas de nylon con el DNA digerido 
fueron lavadas a alta temperatura para levantar los restos de la sonda P e 
hibridados de nuevo con la sonda T. Como esta segunda hibridación resultaba 
muy laboriosa y dado que la información que proporcionaba no era tan crítica 
(pues el propio proceso de ensamblaje hace que se orienten las lecturas entre 
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Tabla 4. Cebadores y condiciones de la PCR para obtener la sonda T. 
 
Cebadores    
T-Fw: 5’ CACGGTTGATGAGAGCTTTG 3’ 
T-Rv: 5’ TGGCCTGTTGAACAAGTCTG 3' 
 
Programa de PCR    
Desnaturalización inicial 94ºC, 5 min   
Desnaturalización 94ºC, 1 min  
Anillamiento 55ºC, 30 seg 30 ciclos 
Extensión 72ºC, 1 min 
 
 
Extensión final 72ºC, 10 min   
 
4.1.1.6. Comprobación de la aleatoriedad de inserción del transposón en 
regiones  de DNA altamente repetido 
Kang y colaboradores mostraron que el transposón Tn5 reconoce 
preferentemente una secuencia asimétrica muy degenerada y que la 
flexibilidad de esta diana es una faceta crítica en la aleatoriedad observada en 
la inserción del transposón Tn5 (Kang et al., 2004). Sin embargo, se consideró 
necesario comprobar la aleatoriedad en la inserción del transposón Tn599, en 
el inserto heterocromático del BACR26J21. Como se observa en la figura 11, la 




Figura 11. Aleatoriedad en la inserción del transposón Tn599 a lo largo del BACR26J21. 
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4.1.1.7. Secuenciación de los clones   
El siguiente paso de la estrategia fue secuenciar el DNA adyacente al 
transposón (ver Figura 8.d). En la secuenciación se usaron dos cebadores, TN-
FP y TN-RP (ver tabla 5), que hibridan con el DNA en los extremos del 
transposón (regiones contiguas a los ME) y permiten la lectura en dirección al 
DNA genómico. Los primeros nucleótidos presentes en las lecturas obtenidas 
corresponden a la secuencia ME. Cuando el transposón Tn599 se inserta 
genera una duplicación de 9 bp. De este modo, el transposón queda 
flanqueado por estas 9 bp. Este comportamiento sirve como una herramienta 
muy útil en el ensamblado posterior. Como consecuencia, cada lectura 
comienza con secuencia del ME, seguida por 9 pb correspondientes a la 
secuencia de interés, que habrán sido duplicadas y la secuencia continúa tanto 
como permitan las tecnologías empleadas. En este análisis, utilizando 
secuenciadores ABI 3730xl y la química de terminadores marcados “Big Dye 
Terminators v3.1” de Applied Biosystems,  se obtuvo una longitud media de 
secuencia de calidad de 800 nucleótidos por lectura.  
Tabla 5. Cebadores y condiciones de la reacción de secuenciación. 
 
Cebadores    
TN-FP: 5’ GCCAACGACTACGCACTAGCCAAC 3’ 
TN-RP: 5’ GAGCCAATATGCGAGAACACCCGAGAA 3' 
 
Condiciones de la reacción de secuenciación 
Desnaturalización inicial 95ºC, 5 min   
Desnaturalización 95ºC, 30 sec   
Anillamiento 55ºC, 20 seg 35 ciclos 
Extensión 60ºC, 4 min 
 
 
Extensión final 60ºC, 5 min   
 
4.1.1.8. Ensamblado de la secuencia del BACR26J21  
El ensamblado de la secuencia constituye el último paso de la estrategia. Es el 
paso en que se une toda la información recopilada para solapar las lecturas de 
secuencia, teniendo en cuenta la posición que ocupa cada lectura a lo largo del 
BAC (Figura 8.e). Los programas PreGap4 y Gap4 fueron utilizados para 
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ensamblar la secuencia. Como se ha mencionado anteriormente, cuando el 
transposón se inserta se produce una duplicación de 9 pb, que están presentes 
hacia el comienzo de las dos lecturas obtenidas para cada clon. Tras la 
eliminación programada de la secuencia correspondiente al ME del transposón, 
cada pareja de lecturas de un mismo clon fueron unidas mediante alineamiento 
de la región duplicada de 9 pb, creando “minicontigs” para cada clon de, 
aproximadamente, 1,5 kb. Esta unión es muy importante cuando se trata con 
secuencias altamente repetidas (con una identidad de secuencia superior al 
99% entre distintas unidades), pues cuanto más larga sea una secuencia más 
fácil será encontrar diferencias de hasta una sola base, disminuyéndose así la 
posibilidad de errores durante el ensamblaje. A continuación, por cada 20 kb 
del BAC se generó un subproyecto (ver la distribución de los ocho 
subproyectos en la tabla 6). En cada subproyecto se incluyeron los 
“minicontigs” de los clones que, según la posición de inserción del transposón, 
pertenecían a ese rango.  
Tabla 6. Rango de los subproyectos generados en el ensamblaje de la secuencia del 
BACR26J21. 
 
Subproyecto Intervalo de secuencia 
1 0- 20 kb 
2 20- 40 kb 
3 40- 60 kb 
4 60- 80 kb 
5 80- 100 kb 
6 100- 120 kb 
7 120- 140 kb 
8 140 kb- final 
 
Posteriormente, los “minicontigs” de cada subproyecto se ensamblaron por 
solapamiento de secuencia, tomando siempre en consideración la posición 
relativa de cada clon dentro del subproyecto. El tamaño de 20 kb para cada 
subproyecto se decidió teniendo en cuenta que la medida del tamaño de los 
fragmentos separados mediante electroforesis de campo pulsado está 
asociada a un error inevitable, estimado en un 10%. Como ya se ha 
comentado, este error se trató de minimizar midiendo únicamente la banda de 
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menor tamaño. Cuando no se encontraron más solapamientos dentro de un 
subproyecto, éste fue unido al subproyecto contiguo para continuar el 
ensamblaje. Esto se repitió sucesivamente hasta que todas las lecturas fueron 
ensambladas en un único “contig” (ver figura 12) y la secuencia completa para 




Figura 12. Distribución de lecturas en el ensamblado de la secuencia del BACR26J21. 
 
4.1.1.9. Comparación de las secuencias obtenidas para el BACR26J21 en 
el CBMSO y el WTSI 
Para evaluar la eficacia de la nueva técnica de secuenciación se estableció una 
colaboración con Jane Rogers, del The Wellcome Trust Sanger Institute 
(WTSI), de modo que el mismo BAC fuese secuenciado por un grupo 
especializado en “finalización de la secuencia” de genomas. La estrategia 
empleada en el WTSI para secuenciar el BACR26J21 consistió, en primer 
lugar, en la generación de una genoteca de subclones de 4-6 kb mediante la 
técnica “shotgun”. Las lecturas obtenidas, utilizando cebadores del vector M13, 
fueron ensambladas usando el programa Phrap (desarrollado por P. Green). La 
confirmación de la integridad del ensamblado se realizó mediante los 
programas Gap4 (Staden, 1996), Orchid (desarrollado por D. Flowers) y 
Confirm (desarrollado por T. K. Attwood). Cuando se observaron errores de 
ensamblaje, las copias fueron comparadas entre sí para identificar diferencias 
en una sola base. Estas diferencias fueron marcadas y usadas, posteriormente, 
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para reconocer regiones de secuencia única dentro del satélite de DNA. Dado 
que este abordaje resultó ser insuficiente, se procedió a emplear la estrategia 
“LIL-TIL”. Esta estrategia consiste, inicialmente, en la generación de una 
genoteca con un inserto de gran tamaño, entre 9 y 12 kb, (en inglés “Large 
Insert Library”, LIL). Una vez secuenciados los extremos de cada inserto, esta 
información se combina con la información del ensamblado anterior, para 
seleccionar algunos de los clones de la genoteca LIL. A continuación, los 
clones seleccionados son secuenciados mediante transposición, para lo cual 
se construyen genotecas generadas por transposición (en inglés “Transposon 
Insertion Libraries”, TIL). La secuencia de estos clones fue combinada con la 
información del ensamblado general previo, con información de análisis de 
restricción del BAC y con la información existente de las parejas de lectura del 
“shotgun” para proseguir el ensamblaje del BACR26J21, hasta finalizar con un 
único “contig”. 
 
Las dos secuencias obtenidas para el BACR26J21, fueron comparadas 
mediante el programa BLAST2, y se observó que eran casi idénticas. Como 
era de esperar, la región de 68 kb que expande desde el satélite 18HT hasta el 
extremo opuesto del inserto del BAC era idéntica en ambas versiones, mientras 
que la única diferencia encontrada se hallaba en la parte del satélite de DNA 
del BAC. La versión obtenida en el WTSI tenía una unidad de repetición del 
satélite menos que la versión del CBMSO. Dado que el análisis de restricción 
del clon no proporciona información suficiente para discernir entre ambas 
versiones, y a falta de otros criterios y técnicas sensibles que determinen cuál 
de las dos versiones es la correcta, se decidió que la secuencia del 
BACR26J21 obtenida en el CBMSO era más fiable, dado que en su 
ensamblado se tuvo en cuenta la información de posición. 
4.1.1.10. Organización de la región centromérica de h18 
La secuencia ensamblada del BACR26J21 fue analizada mediante el programa 
BLAST contra las bases de datos de FlyBase y mediante análisis de “Dotplot”. 
La secuencia ha sido anotada manualmente (Anexo I), y dicha anotación ha 
sido utilizada para hacer una reconstrucción de los procesos evolutivos que ha 
experimentado la región h18.   
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El análisis de la secuencia muestra, como ya se había anticipado, que 
alrededor de dos tercios del inserto de este BAC corresponden al satélite 
18HT, y que el tercio restante estaba formado por retrotransposones HeT-A 
degenerados. A lo largo de toda la región existen también inserciones de 
transposones y pequeñas duplicaciones segmentales (Figura 13.a).  
 
Estudiando en profundidad la transición entre el satélite 18HT y los HeT-A 
degenerados, se pudo establecer con exactitud cual fue el fragmento de DNA 
que sufrió la amplificación masiva, generando un satélite con una unidad de 
repetición de ∼3,1 kb. En el extremo del inserto correspondiente al satélite se 
observó que la unidad de repetición ya no era de ∼3,1 kb, sino de ∼2 kb, hecho 
que había sido previamente detectado (Abad et al., 2004a; Agudo et al., 1999). 
Esta unidad más pequeña fue generada, probablemente, mediante una 
deleción y, posteriormente, fue amplificada. Asimismo se encontraron otras 
deleciones en las unidades del satélite, siendo alguna de gran tamaño y 
múltiples pequeñas.  
 
A lo largo del satélite se observó la presencia de tres transposones: 1360, 412 
y copia. A continuación del satélite hay HeT-As degenerados, entremezclados 
con los elementos transponibles mdg1, diver, 1731 y F. Como el elemento 
1731 no muestra degeneración, es de suponer que su inserción ha sucedido 
recientemente. También se encontró una duplicación segmental de la región 
eucromática 42A, presente en dos posiciones distintas de la secuencia del 
BACR26J21. A primera vista se observó que, además de la inserción de 
transposones, habían ocurrido amplificaciones en distintas partes de la región 
heterocromática presente en el BAC. Por este motivo se decidió analizar la 
secuencia con mayor detalle, para hacer una reconstrucción de los procesos 
evolutivos que podrían haber ocurrido. Este análisis permitiría verificar si, 
efectivamente, la región de origen de h18 pudo tratarse de un telómero. 
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Figura 13. Deconstrucción de la secuencia del BACR26J21   
(a) Representación esquemática de la secuencia de la región centromérica h18 del cromosoma 
Y. Los triángulos coloreados representan transposones, y la caja verde, una duplicación 
segmental. (b), (c) y (d) Regreso al pasado mediante “Paleontología cromosómica”. Las 
amplificaciones se representan con líneas discontinuas. (e) Representación esquemática de la 
región telomérica ancestral. El número de acceso en el Genbank para la secuencia del 
BACR26J21 es CU076040. 
 
4.1.1.11. La región centromérica h18 deriva de un telómero 
Para la deconstrucción de la región h18 se comenzó eliminando los 
transposones que se hallaban presentes una vez en la secuencia, asumiendo 
que eran sucesos que habían ocurrido de manera aislada durante la evolución. 
Basándose en la homología de secuencia encontrada para las distintas zonas, 
se propone una sucesión de eventos de amplificación que podrían haber 
sucedido durante la evolución de esta región del cromosoma (ver figura 13.a-
e). De acuerdo con este análisis, los cuatro elementos F derivarían de una 
única transposición y, posteriormente, la región en la cual se insertó habría sido 
amplificada varias veces. Esto mismo habría sucedido en la región que 
contiene la duplicación segmental de 42A, salvo que en este caso la 
amplificación parece haber ocurrido en una sola ocasión. 
Tras haber “limpiado” la región de h18 presente en el BACR26J21 y haberla 
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simplificado a su estructura ancestral más probable, mediante lo que podría 
llamarse “paleontología cromosómica”, se obtuvo una sucesión de nueve 
elementos teloméricos orientados en disposición cabeza-a-cola. Entre estos 
nueve elementos hay cuatro elementos HeT-A truncados (los elementos 1, 2, 3 
y 5 en la figura 13.e), un elemento TART truncado (el elemento 4) y cuatro 
elementos HeT-A enteros (los elementos 6, 7, 8 y 9). Los HeT-A 1, 2 y 3, y 
parte del elemento TART conforman la unidad de repetición de 3,1 kb que 
originalmente se amplificó para dar lugar al satélite 18HT, previamente descrita 
(Agudo et al., 1999; Danilevskaya et al., 1993). Se pudo confirmar que los 
elementos HeT-A 6, 7, 8 y 9 estaban enteros porque se detectaron secuencias 
de la ORF, secuencias de las regiones 3’ UTR y 5’ UTR e incluso, se pudo 
comprobar que las regiones 5’ UTR presentaban los motivos característicos de 
8-17 bp que derivan de la región 3’ del elemento HeT-A anterior al HeT-A 
completo a partir del cual se retrotranscribe cada elemento HeT-A 
(Danilevskaya et al., 1997). De hecho, es precisamente  el número y la 
composición exacta de estos motivos en el extremo 5’ UTR lo que ha sido 
usado para distinguir los distintos elementos HeT-A. Finalmente es importante 
destacar que la secuencia ancestral que ha sido reconstruida tiene una longitud 
similar, de unas 30 kb, a la de las series de retroelementos teloméricos 
presentes en los telómeros de Drosophila en la actualidad (Abad et al., 2004b; 
George et al., 2006). Dado que la presencia de retroelementos teloméricos 
enteros es una característica típica de los telómeros de D. melanogaster (Abad 
et al., 2004b; George et al., 2006) y que la orientación de éstos y su longitud 
total son también las adecuadas, se ha confirmado que la región centromérica 
h18 derivó de un telómero. 
4.1.2. Análisis de la región centromérica h17 
4.1.2.1. Identificación de BACs de la región centromérica h17 del 
cromosoma Y de D. melanogaster  
El conocimiento previo de las regiones centromérica y pericentromérica del 
cromosoma Y de Drosophila melanogaster se obtuvo avanzando desde los 
brazos del cromosoma mediante “walking”, que implica la obtención de 
regiones de secuencia única y su utilización como sondas en el rastreo de las 
genotecas de BACs. Una vez se obtienen los BACs que dan positivo en cada 
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rastreo, se realizan mapas de restricción, y se observa si los BACs solapan 
(aparición de bandas comunes a varios BACs). Además se confirma la 
localización de esos BACs al cromosoma de interés mediante la técnica 
citogenética FISH. Esto se realiza sucesivamente, hasta que se da con una 
región que carece de otras secuencias únicas que permitan continuar el 
“walking”. De este modo se consiguió avanzar por el brazo corto, YS, a través 
de un tándem de elementos R1, otro tándem de elementos Circe, otro de 
elementos HeT-A, el satélite 18HT, un tándem de elementos Doc2 y, 
finalmente, un tándem del pseudogen Mst77, como muestra en la figura 14 
(Abad et al., 2004a; Agudo et al., 1999; Losada et al., 1997). 
Desafortunadamente, la ausencia de secuencias únicas en la zona del 
pseudogen Mst77, no permitió continuar más allá del mismo. Por otro lado, el 
rastreo de una genoteca de BACs con una sonda de TART (un retrotransposón 
telomérico) proporcionó clones de la región h16 (brazo largo YL). Al analizar la 
secuencia de dichos BACs se observó que había elementos TART 
entremezclados con transposones, pero no se encontró ninguna región de 
secuencia única con la que poder continuar avanzando hacia h17. Encontrar 
regiones inabordables mediante esta estrategia es algo común cuando se 
trabaja en la heterocromatina.  
 
 
Figura 14. “Contig” de la región h18 del cromosoma Y, construido mediante “walking”. 
 
 
El Proyecto de Secuenciación de la Heterocromatina de Drosophila (DHGP) 
generó una genoteca de inserciones P en la heterocromatina de D. 
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melanogaster, como herramienta adicional para su análisis. Las inserciones P, 
además de servir para obtener mutantes, son de gran utilidad en el estudio del 
genoma, pues proporcionan regiones de copia única que pueden servir como 
punto de entrada tanto para análisis estructurales como funcionales. En cada 
inserción se determinaron las secuencias que flanquean el elemento P y se 
localizó éste mediante hibridación in situ a cromosomas mitóticos. Dado el 
vacío existente en el conocimiento de la región heterocromática h17, y la 
incapacidad de avanzar mediante “walking”, se decidió buscar entre los 
estudios realizados con elementos P para ver si algún dato podía referirse a 
esta región. 
 
Afortunadamente, en 2002 Maggert y Golic publicaron su estudio sobre la 
impronta genética que afecta al cromosoma Y de D. melanogaster. En este 
trabajo analizaron la expresión y localización de veintitrés inserciones de un 
elemento P, SUPorP, que contiene dos genes marcadores: white+ y yellow+ 
(Maggert y Golic, 2002). Entre los resultados publicados en ese trabajo se 
observó que la inserción B783.2 mostraba la máxima represión de ambos 
genes y localizaba en la región h17-h18. Además, la secuencia adyacente a 
esta inserción no correspondía a ningún transposón o DNA satélite conocidos.  
La localización citogenética de este elemento en la región centromérica del 
cromosoma Y, y, fundamentalmente, la alta represión a la que se encontraba 
sometido estaría de acuerdo con que la inserción hubiese tenido lugar en una 
localización muy próxima al centrómero o, incluso, en el centrómero mismo. 
Por este motivo, se utilizó la secuencia del punto de inserción para buscar 
secuencias homólogas en las bases de datos de D. melanogaster. Estas bases 
de datos son actualizadas regularmente, a medida que se confirman los 
nuevos datos de secuencia. Tras esta búsqueda se observó que las 
secuencias con mayor similitud correspondían a los extremos de dos BACs: 
BACN06I07 y BACN14H20. Estos BACs pertenecen a la genoteca de D. 
melanogaster preparada a partir de DNA genómico digerido parcialmente con 
la enzima de restricción NdeII, que fue construida en el Centro de Estudios de 
Polimorfismos Humanos, en Francia. A continuación, se realizaron nuevas 
búsquedas con la secuencia del otro extremo de cada uno de estos BACs. En 
el extremo del BACN06I07 se hallaba un transposón roo, mientras que la 
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secuencia del extremo del BACN14H20 tenía alta similitud con los extremos de 
dos nuevos BACs de la genoteca RPCI-98: BACR07N15 y BACR36F19 (ver 
Figura 15). El análisis de restricción de estos BACs con las enzimas EcoRI y 




Figura 15. Análisis in silico empleado en la identificación de BACs de la región de 
inserción del elemento P B783.2. 
 
Para comprobar que los BACs identificados pertenecían a la región h17-h18 se 
realizaron hibridaciones in situ sobre cromosomas prometafásicos de D. 
melanogaster empleando el DNA de los BACs como sonda. La figura 16 
muestra que los BACs BACR07N15 y BACR36F19 localizan en la región h17. 
De este modo, el análisis realizado in-silico partiendo de los datos obtenidos en 





Figura 16. Hibridaciones in situ sobre cromosomas metafásicos. 
Como sonda, se ha empleado (a) el BACR07N15 y (b) el BACR36F19. En ambos casos se 
observa una única señal en h17. 
64




4.1.2.2. La región h17 contiene un gran palíndromo. 
En colaboración con el WTSI se secuenció el BACR07N15, por ser el de mayor 
tamaño de los dos obtenidos. La secuencia del BAC, con número de acceso 
CU457433, ha sido analizada mediante BLAST y “Dotplot” y, posteriormente, 
anotada manualmente (ver Anexo II). 
 
Brevemente, la secuencia obtenida corresponde a fragmentos procedentes de 
regiones eucromáticas, entremezcladas con muchos transposones 
degenerados. El análisis en más detalle muestra que el BACR07N15 está 
compuesto por varias duplicaciones segmentales que han sufrido 
amplificaciones posteriores, deleciones, inversiones e inserciones de 
elementos transponibles. Las duplicaciones segmentales proceden de la región 
11B del cromosoma X y de las regiones 35B y 38C, del brazo largo del 
cromosoma 2. En particular, la duplicación “X11B” contiene el gen CG12717 y 
la mitad del gen ade5; la duplicación “2L35B” contiene el primer intrón del gen 
Mst35B (que codifica para una protamina) y la duplicación “2L38C” contiene 
secuencias del transposón INE. La figura 17 muestra la representación 
esquemática de una posible deconstrucción de la evolución experimentada por 
las secuencias de la región de h17 clonadas en el BAC. Así, tras la 
amplificación de la región que contenía las duplicaciones segmentales, se 
insertaron varios elementos transponibles: diver2, en primer lugar (pues se 
encuentra a su vez delecionado y amplificado) y F, Idefix, aurora, Doc, roo y 
gypsy6 posteriormente. También se aprecia que, en distintos momentos, 
tuvieron lugar deleciones e inversiones. A continuación se formó un gran 
palíndromo, a partir de una región de unas 90 kb. Posterior a la formación de 














Figura 17. Deconstrucción de la secuencia palindómica presente en el BACR07N15.  
(a) Representación esquemática de los componentes del palíndromo. (b) Formación del 
palíndromo. Los brazos del palínromo se indican con flechas horizontales convergentes. (c) 
Posibles pasos evolutivos que dieron lugar a la región que formó el palíndrome. Las 
amplificaciones e inversiones se indicadan mediante líneas horizontales en tándem y flechas 
horizontales, respectivamente. También se muestran las delecciones e inserciones. El número 
de acceso en el Genbank para la secuencia del BACR07N15 es CU457433. 
 
La figura 18 muestra el “Dotplot” de la regiones palindrómicas, en el que se 
aprecia que la discontinuidad de la línea de puntos diagonal se debe a las 
inserciones posteriores a la formación del palíndromo de los elementos Idefix y 
F. 
 
Figura 18. “Dotplot” de la primera mitad de la secuencia del BACR07N15 comparada 
contra la segunda mitad.  
La falta de continuidad en la diagonal se deben a las inserciones de transposones. 
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4.1.2.3. El palíndromo de la región h17 abarca más de 200 kb 
Hasta la fecha, nunca se había encontrado un palíndromo tan grande en el 
genoma de D. melanogaster. En el BACR07N15 además de la región 
palindrómica existen otras 18 kb con secuencias semejantes a las encontradas 
en el palíndromo. Este hecho sugería que el palíndromo continúa mas allá de 
lo detectado en este clon. Por este motivo, se decidió identificar otros clones 
que contuviesen las secuencias presentes en el palíndromo, para, de esta 
forma, obtener una estimación de su tamaño total.   
 
Para proceder a la identificación de nuevos clones se diseñaron los cebadores 
07N15-Fw y 07N15-Rv y se obtuvo, mediante PCR, una sonda que incluía el 
pseudo-intrón del gen Mst35B. Las condiciones de reacción se detallan a 
continuación (en la tabla 7).  
 
Tabla 7. Cebadores y condiciones de la PCR para obtener la sonda del pseudo- intrón 
Mst35B. 
 
Cebadores    
07N15-Fw: 5’ TTTGATATCAACCCTTGTGG3’ 
07N15-Rv: 5’ CGTAGAGTGAAAGTATGTTG3' 
 
Programa de PCR    
Desnaturalización inicial 94ºC, 5 min   
Desnaturalización 94ºC, 1 min  
Anillamiento 52ºC, 1 min 30 ciclos 
Extensión 68ºC, 1 min 
 
 
Extensión final 68ºC, 10 min   
 
 
Tras analizar el producto de PCR obtenido en un gel de agarosa, se 
observaron dos bandas de tamaños de 1,1 y 1,3 kb. Ambas bandas se 
correspondían con el producto esperado, pues existe una deleción de 
alrededor de 260 bases en algunas repeticiones del pseudo-intrón. Por lo tanto, 
tras la purificación del producto de PCR, éste fue marcado radioactivamente y 
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utilizado para hibridar las genotecas RPCI-98, CHORI221 y CHORI223. Los 
veinte clones que dieron señal de hibridación fuerte se muestran en la tabla 8, 
de la que se han excluido aquellos clones que daban una señal de hibridación 
débil, pues la secuencia de sus extremos mostró que derivaban de la región 
eucromática 35B donde se encuentra el gen Mst35B.  
 
Tabla 8. Clones que hibridaron con la sonda del pseudo-intrón Mst35B. 






















A partir del DNA de los clones obtenidos en el rastreo de las genotecas, se 
compararon sus digestiones con las enzimas EcoRI y HindIII, mediante la 
herramienta iCE (“Internet Contig Explorer”), del Centro de Ciencias del 
Genoma “Michael Smith” de Canadá. A pesar de que no todos los clones que 
dieron positivos con la sonda del pseudo-intrón Mst35B habían sido analizados 
en este Centro, se pudo comprobar que, al menos seis de los procedentes de 
la genoteca RPCI-98 si que lo estaban. Además, se observó que algunos de 
estos BACs solapaban entre si. El programa iCE tenía distribuidos estos seis 
clones en tres “contigs” independientes: el 586, 634 y 635. Los clones que 
pertenecen a cada “contig”, así como el tamaño medio estimado del “contig” se 
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Tabla 9. “Contigs” que contienen clones positivos con la sonda del pseudo-intrón 
Mst35B. 
Nº Contig Clones Tamaño estimado (kb) 
586 BACR07N15 BACR36F19 170 
634 BACR04O10 BACR06C01 169 
635 BACR07H05 BACR15M15 149 
 
La figura 19 muestra las imágenes de las digestiones de estos seis BACs, 
donde se observan las bandas coincidentes entre algunos de ellos. Es 
importante destacar que en las imágenes de las digestiones no se percibe la 
presencia de satélites en ninguno de los clones (que se observarían como 
bandas de mayor intensidad que la esperada). 
 
   
 
Figura 19. Análisis de restricción de 6 BACs digeridos con la enzima EcoRI. 
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Haciendo uso de toda la información recabada sobre la región h17 se ha 
construido un “contig” de unas 500 kb, en las cuales no se halló ningún satélite 
que pudiese estar participando de la función centromérica (ver figura 
20).
 
Figura 20. “Contig” de la región h17 del cromosoma Y. 
 
 
En la construcción del “contig” se contrastó la información obtenida mediante 
enzimas de restricción con los datos derivados de comparar las secuencias 
existentes de los extremos de los BACs contra la secuencia del BACR07N15. 
El alto grado de amplificación que sufrió esta región, y la presencia de un 
palíndromo, dificultaron enormemente esta tarea. Ambos extremos del 
BACR36F19 dieron homología con secuencias del BACR07N15 y el 
BACR36F19 era de menor tamaño, por lo que se concluyó que estaba incluido 
en el BACR07N15, como se observa fácilmente en el análisis de restricción. 
Además uno de los extremos del BACR07H05, del BACR15M15 y del 
BACR20C16, daban alta homología con distintas regiones del BACR07N15, 
por lo que se pudo obtener la posición exacta de los BACs respecto de éste. 
Por otra parte, el BACR07H05 y el BACR15M15 solapaban entre sí, siendo el 
primero mayor que el segundo, y, por lo tanto, la totalidad de la secuencia 
presente en el BACR15M15 está incluida en la del BACR07H05. Mas aún, tras 
el análisis de restricción, se sabe que el BACR04O10 y el BACR06C01 también 
solapaban entre sí, sin que ninguno incluyera completamente la secuencia del 
otro, y que además, si bien tienen secuencias parecidas a las del BACR07N15 
(como se observa al hacer un BLAST con la secuencia del extremo T7 del 
BACR04O10), no tienen solapamiento alguno con el mismo. Lamentablemente, 
al analizar las secuencias de los extremos de los BACs que habían dado 
70
Análisis estructural del centrómero en Drosophila melanogaster  Resultados 
 
68 
positivo en la hibridación con la sonda Mst35B-Ψ, no se obtuvo ninguna 
secuencia única, o de otro BAC, que permitiese seguir avanzando en el 
conocimiento de la región h17. 
4.2. El centrómero del cromosoma 3 de D. melanogaster 
4.2.1. Análisis de la región centromérica del cromosoma 3 
4.2.1.1. La proteína centromérica CID colocaliza con el satélite dodeca en 
fibras de cromatina 
En la actualidad hay dos formas de corroborar que una secuencia determinada 
está formando cromatina centromérica, y por lo tanto, es parte de un 
centrómero funcional. Una de las opciones es mediante inmunoprecipitación de 
la cromatina (técnica conocida como ChIP), empleando anticuerpos contra 
CENP-A y la otra, mediante colocalización de CENP-A con la secuencia en 
cuestión en fibras de cromatina extendida. El primer método fue abordado en 
D. melanogaster por el grupo del Prof. Karpen. Se realizó un ensayo de 
inmunoprecipitación de la cromatina con el anticuerpo de CID (homólogo en 
Drosophila de la CENP-A humana), pero las secuencias de DNA que se 
obtuvieron fueron analizadas sin que se llegase a nada concluyente. Es más, 
recientemente se ha comprobado que algunas de las secuencias que se 
obtuvieron del cromosoma 3 corresponden a regiones eucromáticas. Los datos 
derivados de este análisis, realizado en 2001,  nunca fueron publicados, por lo 
que cabe concluir que la técnica falló, debido a que la naturaleza repetida de 
los satélites dificulta la delimitación precisa del DNA centromérico. En vista de 
estos resultados, en este trabajo se decidió abordar el estudio mediante 
inmunofluorescencia e hibridación in situ con sondas fluorescentes. Los 
problemas de este enfoque radican en que hibridando cromosomas 
prometafásicos no se obtiene suficiente resolución y en que la heterocromatina 
pericentromérica no politeniza, quedando los centrómeros agregados en el 
cromocentro del cromosoma politénico (Zhang y Spradling, 1995). Sin 
embargo, el grupo del Prof. Zhimulev ha desarrollado recientemente mutantes 
dobles para los genes Su(var)3-9 y SuUR, que codifican para una 
metiltransferasa de histonas y para un regulador negativo de la replicación del 
DNA, respectivamente (Andreyeva et al., 2007). Debido a la fuerte supresión 
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de la baja replicación habitual de la heterocromatina en los cromosomas 
politénicos, los dobles mutantes presentan el bandeo característico de estos 




Figura 21. Región centrómerica del cromosoma politénico 3 de D. melanogaster  
(a) en la cepa silvestre, (b)  en el mutante SuUR, y (c) en el doble mutante Su(var)3-9 y SuUR. 
PA se refiere a Plato Atlantis, y éste ha sido subdividido en las regiones PAA-PAF. 
 
 
A esta nueva región politenizada se la ha designado como Plato Atlantis (PA), y 
su bandeo ha sido caracterizado y nombrado con letras de la A a la F (PAA-
PAF, ver figura 21) (Andreyeva et al., 2007). Gracias a la colaboración 
establecida con este grupo, se pudo observar, mediante inmunofluorescencia e 
hibridación in situ, que tanto la proteína centromérica CID como el satélite 
dodeca localizaban en PAE (ver figura 22). 
 
 
Figura 22. Cromosomas politénicos del doble mutante Su(var)3-9 y SuUR.  
(a) Hibridación con la sonda del satélite dodeca. (b) Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-
CID. En ambos casos, la señal aparece en la región PAE. 
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Una vez observada la localización en cromosomas politénicos, se decidió 
aumentar el grado de resolución mediante inmunofluorescencia e hibridación 
sobre fibras de cromatina extendida. La figura 23 muestra la colocalización de 
CID (inmunofluorescencia, en verde) y la sonda dodeca (FISH, en rojo) en una 
fibra de cromatina, obtenida a partir de células S2 de D. melanogaster. Esta 




Figura 23. Hibridación in situ e inmunofluorescencia sobre fibras de cromatina.  
(a) Sonda del satélite dodeca (rojo). (b) Anticuerpo contra CID (verde). (c) Montaje de las 
señales de FISH e inmunofluorescencia. 
 
4.2.1.2. Secuencias relacionadas con el espaciador intergénico ribosomal 
en h53 
Tras la colocalización de CID con el satélite dodeca se decidió realizar un 
estudio estructural de la región h53 en profundidad, con la intención de 
caracterizar todas las secuencias existentes en esta región. Se comenzó 
rastreando tres genotecas de BACs (RPCI-98, CHORI221 y CHORI223) con 
una sonda del satélite dodeca. En análisis previos de la heterocromatina de D. 
melanogaster realizados en el laboratorio, se habían rastreado estas mismas 
genotecas con sondas de HeT-A y Circe. HeT-A, como ya se ha mencionado, 
es un retrotransposón telomérico. Circe, por su parte, es un transposón LTR 
que aparece asociado mayoritariamente a la heterocromatina constitutiva 
(Losada et al., 1999a). Además,  a partir de análisis previos, se había obtenido 
un mapa físico de la región centromérica del cromosoma 3 (Losada et al., 
2000), que se ha empleado en este trabajo como punto de partida. La figura 24 
muestra la localización de Circe, HeT A y el satélite dodeca en la región 
centromérica del cromosoma 3 de D. melanogaster.  
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Figura 24. Localización de Circe, HeT-A y del satélite dodeca en la heterocromatina del 
cromosoma 3 de D. melanogaster.  
Se muestran las hibridaciones in situ con cada una de las sondas. 
 
A continuación se muestran las tablas 10.a-c en las que se han recopilado los 
datos de estas tres hibridaciones, y se han ordenado de modo que la tabla 10.a 
detalla los clones que dieron positivos tanto para la sonda de dodeca como 
para la de Circe, la tabla 10.b los que dieron positivo para dodeca y HeT-A y, 
por último, la tabla 10.c los que únicamente dieron positivos con la sonda de 
dodeca, pertenecientes al cromosoma 3.  
Tabla 10. Clones que hibridan con las sondas (a) de dodeca y Circe, (b) de dodeca y HeT-
A y (c) solamente con la sonda de dodeca. 
 




Tras el rastreo de las genotecas con el satélite dodeca, se eligieron 80 clones 
que daban señal de hibridación fuerte. Los extremos del inserto de cada uno de 
estos BACs fueron secuenciados, y sus lecturas fueron analizadas contra las 
bases de datos de D. melanogaster. Entre las lecturas se obtuvieron 
homologías con secuencias de transposones, duplicaciones segmentales (2L 
29C: Akap200), secuencias simples repetidas (CATATATA)n y secuencias 
relacionadas con el espaciador intergénico ribosomal (IGSr), entre otras. 
Sorprendentemente, entre los 80 clones secuenciados sólo hubo dos casos en 
los que las lecturas de ambos extremos dieron homología con dodeca. Por otra 
parte, el hecho de que apareciesen secuencias relacionadas con el espaciador 
intergénico ribosomal en la región centromérica del cromosoma 3 era 
completamente inesperado, puesto que éstas sólo se conocían en las regiones 
del organizador nucleolar (NOR) de los cromosomas X e Y. El espaciador 
intergénico ribosomal (IGS) está formado por repeticiones de 240 bp que, 
según se ha descrito, están implicadas en el apareamiento de los cromosomas 
X-Y en meiosis (Ren et al., 1997). La búsqueda en bases de datos de 
secuencias que contuviesen IGSr proporcionó el ensamblado CP000331, del 
Release 5.1 de la heterocromatina de Drosophila (Smith et al., 2007). Este 
ensamblado contenía el IGSr unido directamente a dodeca, pero se 
desconocía su localización en el genoma. En las búsquedas en bases de datos 
se obtuvo también homología con secuencias en las que IGSr aparecía junto al 
satélite (AATAACATAG)n (satélite 10bp, en adelante). El satélite 10bp fue 
caracterizado por (Lohe et al., 1993), quienes lo localizaron en h37, próximo al 
centrómero del cromosoma 2, y en la región h48 del cromosoma 3.  
 
En vista de este resultado se planteó si sería posible encontrar IGSr asociado 
también al centrómero del cromosoma 2. En primer lugar se realizaron 
hibridaciones in situ sobre cromosomas prometafásicos empleando como 
sonda un BAC que contenía dodeca e IGSr. La figura 25.a muestra que el 
BACR31J03 sólo hibrida en la región centromérica del cromosoma 3 de D. 
melanogaster. Sin embargo, como se desconocía la cantidad de IGSr presente 
en el BAC, se decidió obtener una sonda de IGSr “pura” de esta región. A partir 
de un fragmento de 6 kb EcoRI-EcoRI del BACR31J03 se amplificó mediante 
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PCR la sonda IGSr (5,6 kb). La secuencia de los cebadores IGSr-Fw e IGSr-Rv 
y las condiciones de la reacción de PCR están detallados en tabla 11. La figura 
25.b muestra que al usar la sonda IGSr (5,6 kb) tampoco apareció señal alguna 
en la región centromérica del cromosoma 2. Como podía ser que el IGSr del 
cromosoma 2, en el caso de existir, tuviese una secuencia algo divergente, se 
decidió hibridar en condiciones menos restrictivas, bajando la temperatura de 
hibridación, así como utilizar la técnica PRINS (del inglés, primed in situ 
labeling). En estos experimentos, se pudo ver hibridación cruzada con el NOR 




Figura 25. Hibridaciones in situ sobre cromosomas metafásicos. 
Se ha empleado como sonda (a) el BACR31J03 y (b) el fragmento de 5,6 kb de IGSr. La barra 
representa 2 micras. 
 
Tabla 11. Cebadores y condiciones de la PCR para obtener la sonda IGSr. 
 
Cebadores    
IGSr-Fw: 5’ TGGCAGCGTTTTAAGGGATG 3’ 
IGSr-Rv: 5’ TAAGACGCCTGCAGAGAACG 3' 
 
Programa de PCR    
Desnaturalización inicial 94ºC, 1 min   
Desnaturalización 96ºC, 20 seg  
Anillamiento 55ºC, 1 min 35 ciclos 
Extensión 68ºC, 7 min 
 
 
Extensión final 68ºC, 10 min   
 
 
Dado que de ninguna de las formas abordadas en el intento de encontrar 
secuencias relacionadas al IGS en el centrómero del cromosoma 2 dieron un 
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resultado positivo, pero existían secuencias en las que IGSr se encontraba a 
continuación del satélite 10bp, se decidió realizar hibridaciones in situ dobles, 
empleando simultáneamente la sonda de IGSr, previamente descrita, y una 
sonda del satélite 10bp. La secuencia del oligonucleótido marcado que se 
empleó como sonda se muestra en la tabla 12. Debido al elevado contenido en 
AT de la sonda del satélite 10bp, la hibridación se realizó en condiciones poco 
restrictivas (25ºC). La figura 26 muestra cromosomas prometafásicos con un 
bajo grado de condensación, donde es fácil observar que la sonda del satélite 
10bp hibrida en h52, próxima a la señal de IGSr. Sorprendentemente no se 
observó que la sonda del satélite 10bp marcara la región h48 del cromosoma 3, 
donde previamente había sido localizado este satélite (Lohe et al., 1993). En 
esta figura se puede ver que, debido a la baja temperatura de hibridación 
requerida para la sonda del satélite 10bp, la sonda de IGS también hibrida con 
el NOR del cromosoma X.  
 
 
Figura 26. Hibridación in situ de (a) cromosomas prometafásicos. 
Hibridación in situ de (a) cromosomas prometafásicos, con las sondas (b) de IGSr 




Para resolver si el IGSr unido a dodeca y el IGSr unido a 10bp provenían de 
dos zonas distintas de la región centromérica del cromosoma 3, se recurrió a 
realizar hibridaciones in situ sobre cromosomas politénicos de los mutantes 
dobles para los genes Su(var)3-9 y SuUR, previamente descritos, con sondas 
de IGSr y satélite 10bp. Gracias a la resolución que proporciona el doble 
mutante en la región conocida como Plato Atlantis, se pudo comprobar que las 
secuencias de IGSr están presentes en dos localizaciones distintas de la región 
centromérica del cromosoma 3: una de ellas entre el satélite 10bp y el principio 
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del primer bloque de dodeca (PAE 3-4), y la otra, posiblemente, entre los dos 





Figura 27. Hibridación in situ sobre cromosomas politénicos del doble mutante Su(var)3-
9 y SuUR.  
(a) Señal de la sonda IGSr, (b) Montaje de las señales de las sondas de IGSr (rojo) y del 
satélite 10bp (verde). 
 
  
Tabla 12. Secuencia de oligonucleótidos marcados fluorescentemente. 



















4.2.1.3. El satélite de 10bp está presente en la región proximal de h52 
El inesperado hallazgo del satélite 10bp en h52, y no en h48, implicaba que 
éste debería encontrarse próximo al satélite dodeca, como se observó 
mediante hibridaciones in situ dobles con sondas fluorescentes de los satélites 









Figura 28. Hibridación in situ de cromosomas metafásicos. 
Hibridación in situ de (a) cromosomas metafásicos, con las sondas de los satélites (b) dodeca 
(rojo) y (c) 10bp (verde). (d) Montaje de los cromosomas con ambas sondas. La barra 
representa 2 micras. 
 
 
Losada y colaboradores realizaron un mapa físico de 1,5 Mb de la región 
centromérica del cromosoma 3 de D. melanogaster, utilizando DNA de la cepa 
isogénica para el cromosoma 3 red e (Losada et al., 2000). Para el análisis de 
restricción del DNA de alto peso molecular utilizaron enzimas que cortan el 
DNA con baja frecuencia (como BamHI, BssHI y SwaI). En ese estudio 
propusieron la existencia de un satélite de DNA, de naturaleza desconocida, 
flanqueando el satélite dodeca. Para comprobar que el satélite 10bp 
correspondía con el predicho por Losada y colaboradores se hibridaron filtros 
que contenían DNA de alto peso molecular digerido con las enzimas BamHI, 
BssHI y SwaI con las sondas del satélite dodeca y del satélite 10bp. La figura 
29 muestra que la banda de 1,2 Mb en el DNA digerido con BssHII  y la de 
∼430 kb en la digestión doble con SwaI y BamHI hibridan tanto con la sonda de 
dodeca como con la del satélite 10bp. Como se conoce la localización de estos 
fragmentos de DNA en el mapa físico de la región se pudo determinar que el 










Figura 29. Hibridaciones en filtro con sondas de los satélites dodeca y 10bp. 
(a) Hibridaciones en filtro con sondas de los satélites dodeca y 10bp del DNA de alto peso 
molecular digerido con las enzimas de restricción BssHII, SwaI y BamHI. (b) Representación 
esquemática del mapa de restricción de la región h52p-h54p. El fragmento BssHII-BssHII, de 
∼1,2 Mb aparece indicado en naranja; el fragmento SwaI-SwaI, de > 1,6 Mb, en amarillo, y el 
fragmento SwaI-BamHI, de  ∼430 kb, en fucsia. 
 
 
Por último, el rastreo de las tres genotecas de BACs con la sonda del satélite 
10bp permitió identificar 32 clones (ver tabla 13). Entre ellos, se encontró que 
los clones CHORI223-10H11 y CHORI223-19F18 se encuentran en la parte 
proximal del ensamblado CP000217 de la región h52. Como ambos clones 
dieron una señal de hibridación muy fuerte se estima que estos clones 
contienen parte del bloque de satélite 10bp presente en h52p. 
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Tabla 13. Clones que hibridan con la sonda del satélite 10bp. 
BACs 10bp BACs 10bp 
BACR06H21 + CH223-10H11 +++ 
BACR06L04 ++ CH223-13H01 +++ 
BACR12B13 + CH223-15L17 + 
BACR19I21 + CH223-18O23 + 
BACR26L11 ++ CH223-19F18 ++++ 
BACR28O08 ++++ CH223-25E18 +++ 
BACR30G20 + CH223-25L21 + 
BACR31O01 + CH223-27H20 +++ 
BACR34A01 + CH223-28P19 +++ 
BACR35L16 + CH223-30D16 + 
BACR42H13 + CH223-30K04 + 
BACR44E02 + CH223-33D04 + 
BACR44G02 + CH223-33E07 +++ 
CH221-16H11 + CH223-33L06 ++ 
CH221-25A23 + CH223-41C03 ++ 
CH221-46C07 + CH223-46K17 ++ 
 
4.2.1.4. ¿Existe el satélite de 15bp en D. melanogaster? 
En las bases de datos de D. melanogaster se encontraron secuencias  que 
contenían el satélite de 15bp, –(AACATGTTCTGTTCG)n–. Este satélite, que es 
un componente mayoritario de la heterocromatina de los cromosomas 2 y 3 de 
D. simulans, D. mauritiana y D. sechellia (Lohe y Roberts, 1988), no había sido 
descrito previamente en D. melanogaster. Con la intención de localizarlo, se 
realizaron hibridaciones in situ sobre cromosomas metafásicos de D. 
melanogaster. En paralelo, se hibridaron cromosomas metafásicos de D. 
simulans y D. mauritiana, con sondas de los satélites 15bp, 10bp y dodeca. Las 
secuencias de los oligonucleótidos marcados empleados como sondas para 
estas hibridaciones se muestran en la tabla 12. La figura 30 muestra las 
hibridaciones dobles obtenidas para cada especie. Tanto D. simulans y D. 
mauritiana presentan señales de hibridación en la región centromérica de los 
cromosomas 2 y 3 con las sondas de dodeca y del satélite 15bp, pero no con el 
satélite de 10bp. En el caso de D. melanogaster, las sondas de los satélites 
10bp y dodeca dan las señales esperadas, mientras que, la sonda del satélite 
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15bp no da señal alguna. Este dato negativo indica que la sensibilidad de la 
técnica no es la adecuada para detectar un bajo número de repeticiones de 




Figura 30. Hibridaciones in situ sobre cromosomas metafásicos de D. simulans y D. 
mauritiana. 
Hibridaciones in situ con las sondas de los satélites dodeca (verde) y 15bp (rojo) sobre 
cromosomas metafásicos de (a, b) D. simulans y (c, d) D. mauritiana. La barra representa 2 
micras. 
 
4.2.1.5. Análisis de la secuencia obtenida de la región centromérica h53 
A partir de la información recabada del mapa físico de h53, del rastreo de las 
genotecas con varias sondas, de la secuenciación de los extremos de 80 BACs 
que contenían dodeca y del análisis de restricción de ciertos BACs, se 
distribuyeron los 80 BACs entre las regiones h53-h56 (ver figura 31). Para ello, 
se consideró, en primer lugar, que los clones que también eran positivos con la 
sonda de HeT-A pertenecen a la región h55-h56, donde previamente se había 
descrito la presencia de este retrotransposón (Losada et al., 1999b). Los clones 
débiles con la sonda de dodeca y cuyos extremos mostraban homología con 
secuencias del ensamblado CP000221 correspondían a la región h54 (Hoskins 
et al., 2007). Losada y colaboradores detectaron la presencia del 
retrotransposón Circe, entremezclado con dodeca, en la zona proximal de h54 
(Losada et al., 1999a). Por esto, los clones que dieron positivo con dodeca y 
Circe fueron asignados a la región h53-h54p. Los extremos de los clones que 
contenían secuencias de IGSr daban homología con el ensamblado CP000331, 
que a su vez tenía secuencias de dodeca, en las que aparecen dianas de 
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restricción para la enzima BamHI. En base al mapa físico previo de la región, 
esto sólo sucede en el bloque de dodeca próximo a h52, por lo que estos 
clones fueron asignados a la isla entre los dos bloques principales de dodeca 
(h53L). El resto de los clones se asignaron a la región h53R. Entre estos, los 
clones que contenían secuencias de Akap200 por un lado y los que contenían 
(CATATATA)n por otro lado, se han localizado, basándose en el patrón de 
restricción con las enzimas SwaI y HpaI, en los extremos del bloque grande de 












h53L h53R h53-54p h54 h55-56 
RPCI-98   13P24          03N05 04C18 04N14 
   19P07          09A22 06I12 04P01 
    22C05          12I02 06P11 10K06 
                        16A01 07C06 17D04 
                       23C02 08A23 17E23 
                        05J11 13C23 19G05 
                       20F21 19E12 23A16 
    19O11 23G18 
    19O13 24E04 
    21F02 24G14 
    21J06 24P14 
    25P13 48H02 
    38D06 48I03 
    38N04  
CHORI221 20O01                        27P10  25D13 01A17 07O07 
 29J09   25K16  20E13 
     22O22 
     33K19 
CHORI223 02L21 03N05          04D21 12J10          06A08 06P02 32N13 
 04H09 07F15          19B15  19A02        06E11 06P22 42E08 
 10A17 14L06           29K11  41N24       13D04 26G16  
 11E06 20N14          37A15 48J18         13P21   
 11M22      25K12                    21H21   
 31J03       34J07                    21O18   
       37D12                     25I15   
                      29D12   
                        46O09   
Release 5.1 CP000331   CP000221  
gb-scaffold 1665, 1505       2623            2478, 1670,2460,0407, 2710  
                       2574,0094 1549,0075 (2681,1511)  
          “isla”  2729,0058   
Secuencias dodeca dodeca          dodeca dodeca dodeca      dodeca 
 IGSr CATATATA    Akap200 Circe  HeT-A 
 
Figura 31. Clones procedentes de las genotecas de BACs que contienen el satélite 
dodeca, ordenados en la regiones h52p- h56.  
En la parte superior aparece un esquema del mapa físico de esta región centromérica. 




Una vez asignados todos los clones y con la intención de obtener la máxima 
representación de la región h53 se secuenciaron completamente 4 BACs de la 
región h53-54p (BACR19P07, BACR16A01, BACR12I02 y BACR05J11), uno 
de h53R (CHORI221-27P10) y uno de h53L (CHORI221-29J09).  
 
La secuenciación de los cuatro clones de la región h53-54p ha permitido 
obtener unas 400 kb de secuencia continua. Estos clones son: BACR19P07, 
BACR16A01, BACR12I02 y BACR05J11. Desafortunadamente, la secuencia 
del inserto del BAC CHORI221-27P10 no solapaba con el “contig” de 400 kb. El 
análisis de las secuencias mostró tramos de dodeca, interrumpidos por gran 
número de transposones degenerados (figura 32). Además se observa más 
secuencias de dodeca a medida que se avanza hacia h53. No se observa que 
entre los transposones haya una prevalencia en el tipo, pues siendo los más 
frecuentes los retrotransposones LTR, también se han encontrado elementos 
no-LTR, así como elementos TIR. Por otra parte, se han detectado 
duplicaciones segmentales derivadas de la región 2L-29C (Akap200) y del 
NOR del cromosoma X o Y (IGS).  
 
Agavillando la información obtenida durante el análisis de la región 
centromérica del cromosoma 3, se puede alcanzar una visión bastante precisa 
de la organización de las secuencias presentes en esta zona. Al avanzar del 
brazo 3L hacia el centrómero, aparece, en primer lugar, un bloque del satélite 
10bp, a continuación aparecen secuencias del IGSr entremezcladas con 
tramos del satélite 10bp. Después, aparece el bloque más pequeño de los dos 
bloques principales de dodeca. En la isla entre los dos bloques de dodeca hay 
secuencias IGSr seguidas de una región enriquecida en elementos 
transponibles. Por último, aparece el gran bloque de dodeca, que en su 
extremo próximo al brazo 3R presenta múltiples inserciones de transposones, 










Figura 32. Representación de la anotación de la secuencia obtenida a partir de seis 
BACs de la región centromérica del cromosoma 3.  
Los transposones han sido ordenados en la leyenda en función de su clasificación como LTR,  
no–LTR o TIR (Kaminker et al., 2002). Los números de acceso en el Genbank para las 
secuencias de los BACs BACR19P07, BACR16A01, BACR12I02, BACR05J11, CHORI221-
27P10 y CHORI221-29J09 son, respectivamente, CU311183, CR942806, CR942807, 

















5.1. La técnica de secuenciación 
La posibilidad de secuenciar regiones de DNA altamente repetido mediante la 
estrategia basada en la secuenciación por transposición, presentada en esta 
tesis doctoral, representa un avance importante en el desarrollo de una técnica 
universal que permita la caracterización de los centrómeros de los cromosomas 
eucarióticos, así como de otras regiones heterocromáticas.  
 
A pesar de la similitud observada en las secuencias obtenidas por el método 
nuevo aquí presentado y por las técnicas de “finalización de la secuencia” 
habitualmente empleadas por los grupos especializados del WTSI, es 
importante destacar todas las ventajas de la secuenciación por transposición 
que emplea la información de la posición del transposón.  En primer lugar, si se 
compara el número de lecturas que se emplearon en cada caso para la 
consecución de la secuencia final, 933 lecturas en el CBMSO y 12993 en el 
WTSI, se observa que el WTSI necesitó un orden de magnitud mayor de 
lecturas. Esto, en términos económicos, resulta en un abaratamiento de la 
secuencia. Por otra parte, la posibilidad de emplear la técnica desarrollada sólo 
depende de la presencia de una diana PI-SceI o I-SceI en el vector de la 
genoteca de BACs en cuestión. Esto hace de ésta una técnica universal, pues 
no es preciso conocer la naturaleza de la secuencia problema, y en función de 
la misma decidir un protocolo de actuación. De este modo se ahorra en tiempo 
y esfuerzo, puesto que el abordaje será siempre el mismo. Todos estos motivos 
hacen de esta técnica una candidata ideal para automatizarla.  
 
Es cierto que para que su automatización se lleve a cabo sería preciso 
modificar alguno de los pasos que en esta tesis se describen. Éste sería el 
caso de las técnicas de mapeo empleadas. En el desarrollo de la técnica se ha 
utilizado la electroforesis de campo pulsado para realizar la medición de los 
fragmentos generados tras la digestión del DNA de los clones con PI-SceI. 
Además, tras la electroforesis, el DNA del gel fue transferido a una membrana y 
posteriormente hibridado con sondas radioactivas. Este proceso es bastante 
laborioso y difícil de automatizar. Sin embargo, se ha visualizado una manera 
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de realizar el mapeo de la inserción del transposón apta para la 
automatización. La estrategia consistiría en realizar la medición del tamaño de 
los dos fragmentos mediante mapeo óptico (“optical mapping”, (Giacalone et 
al., 2000). Esta técnica serviría también para distinguir entre los dos 
fragmentos. Así,  en lugar de emplear sondas radioactivas que hibriden en uno 
de los fragmentos, éste se marcaría mediante la formación de una hélice triple 
con un oligonucleótido fluorescente,  antes de la extensión de los fragmentos 
del DNA sobre el portaobjetos (Geron-Landre et al., 2003). Es importante 
resaltar que al analizar cada molécula de DNA mediante mapeo óptico se 
incrementará la precisión de la información posicional, con el consiguiente 
descenso en el número de clones que deberán ser secuenciados para obtener 
una secuencia consenso de calidad. 
  
Si bien la automatización todavía requiere mucho trabajo de puesta a punto, el 
WTSI ha mostrado gran interés por los resultados obtenidos, y ha comenzado, 
recientemente, a implementar la técnica descrita en esta tesis doctoral.  
5.2. El centrómero en D. melanogaster 
En consistencia con los cambios morfológicos que sufren los cromosomas Y de 
Drosophila, Berloco y colaboradores encontraron, dentro del subgrupo 
melanogaster, que el cromosoma Y es metacéntrico o telocéntrico (figura 33) 
(Berloco et al., 2005). Esto parece mostrar que, de manera recurrente, han 
tenido lugar reordenamientos intra-cromosómicos, probablemente mediante 
inversiones.  
 
Figura 33. Tipo de cromosoma Y en las especies del subgrupo melanogaster, en función 
de la posición del centrómero.  
T indica telocéntrico y M, metacéntrico. Datos extraídos de Berloco et al (2005). 
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Además, observaron que en la región centromérica, detectada con CID, había 
secuencias relacionadas con HeT-A, independientemente de la posición del 
centrómero dentro del cromosoma Y. Estos resultados hicieron que Berloco y 
colaboradores apoyaran la hipótesis según la cual el centrómero del 
cromosoma Y derivaría de un telómero (Agudo et al., 1999; Villasante et al., 
2007a). Finalmente, la obtención de la secuencia del BACR26J21 y el análisis 
de la misma han proporcionado la información necesaria para mostrar que, 
efectivamente, la región centromérica h18 de D. melanogaster evolucionó a 
partir de un telómero, muy probablemente mediante una inversión pericéntrica 
de un cromosoma ancestral telocéntrico.  
 
El aislamiento de varios BACs derivados de la región h17 ha permitido construir 
un “contig” de unas 500 kb, en una región completamente desconocida hasta el 
presente trabajo. Este “contig” junto con el “contig” de h18 de más de 600 kb y 
el de h14 de más de 200 kb (Abad et al., 2004a) representan los únicos clones 
que han sido aislados del cromosoma Y. Además, la secuencia obtenida de las 
regiones h18 (160 kb del BACR26J21) y h17 (198 kb del BACR07N15) 
representan más del 50% de la secuencia del cromosoma Y conocida hasta la 
fecha. Es más, de toda la secuencia existente del cromosoma Y en las bases 
de datos, las secuencias generadas en esta tesis doctoral son las únicas que 
provienen de BACs, y por lo tanto, no son discontinuas.  
 
El análisis de la secuencia del inserto del BACR07N15 ha mostrado que un 
fragmento de tan sólo 8 kb (comprendiendo las tres duplicaciones segmentales 
que se han hallado en la región h17) sufrió una amplificación masiva, se le 
insertaron algunos transposones y generó un palíndromo de al menos 200 kb. 
Éste es el primer palíndromo de gran tamaño descrito en el genoma de D. 
melanogaster.  En el inserto del BACR07N15 hay casi 200 kb de palíndromo, 
pero los clones obtenidos al hibridar con la sonda Mst35BΨ (secuencia que 
aparece varias veces a lo largo del palíndromo), muestran que éste es mayor. 
Se ha estimado que el palíndromo podría abarcar hasta 300 kb, pero se 
precisaría más información y datos más concluyentes para obtener el tamaño 
del mismo con exactitud. En cualquier caso, la presencia de un palíndromo de 
semejante tamaño es indicativo de los eventos que han tenido lugar durante la 
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evolución del cromosoma Y. En 1939 McClintock estudió el comportamiento de 
los extremos rotos de los cromosomas de maíz y describió los procesos de 
“puente-rotura-fusión” (BFB, del inglés “Breakage-Fusión-Bridge”) (McClintock, 
1939). En un ciclo de BFB el cromosoma recientemente roto, tras la fusión de 
las cromátidas hermanas, da lugar a un dicéntrico y al consiguiente puente en 
la anafase mitótica. Si el puente se rompe, cada núcleo de las células hijas 
recibe un cromosoma con un extremo roto. Los ciclos de BFB continúan hasta 
que uno de los extremos rotos es curado mediante la formación de un nuevo 
telómero funcional, o bien mediante la inactivación de uno de los centrómeros. 
Como consecuencia del proceso de BFB se produce la formación de 
palíndromos de tamaño considerable (ver figura 34).  
 
 
Figura 34. Formación de un gran palíndromo mediante un ciclo de BFB.  
(a) Rotura del DNA, (b) replicación y formación de cromátidas hermanas, (c) fusión entre 
cromátidas y (d) formación de un puente anafásico, y, a su vez, de un palíndromo.  
 
Habiendo observado la presencia del palíndromo en el BACR07N15, cabe 
pensar que éste fue generado mediante un mecanismo del tipo BFB. Estos 
procesos de amplificación basados en el mecanismo de “ruptura-fusión-puente” 
podrían explicar el rápido aumento de tamaño que se ha observado en el 
cromosoma Y de varias especies de Drosophila (Dobzhansky, 1937; Miller y 
Stone, 1962).  
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Además, de ser cierto que la región h17 fue generada mediante un ciclo BFB, 
se esperaría encontrar un centrómero próximo al palíndromo. Ese hecho 
sugiere que la función centromérica del cromosoma Y de D. melanogaster 
quedaría relegada enteramente a h18.  
 
Resulta especialmente curioso cómo se pudo comenzar el estudio de la región 
h17, casi fortuitamente, debido a datos publicados en estudios de impronta 
genética. Así, a partir de la observación de la gran supresión que mostraba un 
elemento P se ha caracterizado un gran palíndromo en la región h17. Nuestra 
experiencia demuestra que combinando técnicas y enfoques se pueden 
conseguir logros y avanzar en el conocimiento de las regiones que presentan 
mayor dificultad. 
 
El centrómero del cromosoma 3 había sido localizado previamente en la región 
h53, utilizando reordenamientos cromosómicos (Koryakov et al., 2002). En esta 
tesis doctoral se ha localizado en la región centromérica PAE del Plato Atlantis 
de los cromosomas politénicos de mutantes dobles Su(var)3-9; SuUR. Con 
más resolución aún, se ha observado que la proteína centromérica CID 
colocaliza con el satélite centromérico dodeca en fibras de cromatina. Además 
se puede decir que el estudio de la región centromérica, a nivel molecular ha 
sido completo pues se ha conseguido pasar del brazo largo al brazo corto del 
cromosoma 3, cubriendo prácticamente toda la heterocromatina centromérica. 
Durante el estudio se ha detectado la presencia del satélite 10bp en h52p, 
mucho más próximo al centrómero de lo que había sido indicado (Lohe et al., 
1993). Esta nueva localización se asemeja a la posición que ocupa este satélite 
en el cromosoma 2. Por el momento se desconoce qué implicación tiene el 
satélite 10bp en la función centromérica, pero se sabe que la proteína PROD 
(implicada en la condensación cromosómica en mitosis) se une 
específicamente a éste satélite (Torok et al., 2000) y que la proteína 
centromérica MEI-S332, una sugosina, (Lee et al., 2004) localiza en la región 
cromosómica donde se encuentra el satélite 10bp (Blower y Karpen, 2001).  
Igualmente, la presencia en el centrómero del cromosoma 3 de secuencias 
relacionadas con el espaciador intergénico ribosomal (IGSr) ha sido algo 
inesperado. Además, mediante hibridaciones en cromosomas politénicos de 
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mutantes dobles Su(var)3-9; SuUR, se ha confirmado que estas secuencias se 
encuentran en dos subregiones de PAE siendo una de ellas colindante con el 
satélite 10bp. Probablemente las secuencias IGSr llegaron al centrómero del 
cromosoma 3 mediante una duplicación segmental procedente del DNA 
ribosómico del cromosoma X, o del Y, y posteriormente tuvo lugar la inversión 
que dio lugar a estas dos regiones. Se desconoce si estas secuencias cumplen 
alguna función centromérica.  
 
El estudio de los satélites dodeca, 10bp y 15bp en especies del subgrupo 
melanogaster (D. melanogaster, D. simulans y D. mauritiana) muestra la rápida 
evolución a la que están sometidos los satélites centroméricos. Según los 
datos obtenidos, parece como si el ancestro común hubiese tenido dodeca 
presente en el centrómero de los cromosomas 2 y 3, y que en el cromosoma 2 
de D. melanogaster se hubiese perdido. Esto mismo podría haber sucedido con 
el satélite 15bp, que está presente en los cromosomas 2 y 3 tanto de D. 
simulans como de D. mauritiana, pero no se ha detectado citológicamente en 
D. melanogaster, aunque sí mediante secuenciación, lo cual es indicativo de la 
pequeña cantidad en que se encuentra. Por otra parte, parece muy probable 
que el satélite 10bp haya derivado del 15bp, dado que ambos tienen alto 
contenido en AT. Es más, ambos contienen la secuencia “AACAT”, y el resto 
de la unidad de repetición del 10bp (AGAAT) es igual, salvo por un nucleótido, 
a la secuencia complementaria reversa (AGAAC) de las siguientes 5 bases del 
satélite 15bp. Esta hipótesis concordaría con la visión de un ancestro común, 
que tendría los satélites dodeca y 15bp en los cromosomas 2 y 3, y mientras 
que en D. simulans y D. mauritiana se han mantenido, en D. melanogaster, el 
satélite 15bp habría dado lugar al 10bp, y éste último habría ido 
reemplazándolo. 
 
Respecto al rastreo de las genotecas en busca de los clones que tuviesen 
secuencias de dodeca, se ha observado que sólo se obtuvieron dos clones 
cuyos dos extremos contenían secuencias de dodeca. En un principio se pensó 
que estos clones pertenecían al interior de uno de los dos bloques grandes de 
dodeca, presentes en h53. Sin embargo, se ha comprobado que estos clones 
llevan transposones insertados, por lo que se deduce que no pertenecen a la 
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zona interna de ninguno de los bloques, sino, probablemente, a la salida de 
alguno de los mismos. Eso lleva a plantearse el por qué no hay ningún clon 
cuyo inserto sea únicamente secuencias del satélite dodeca. Podría ser que 
este satélite no puede ser clonado, o bien que es altamente inestable, y que 
una vez clonado tiende a delecionarse. Esta segunda hipótesis ha sido 
confirmada en el presente trabajo, a través del BACR29J09. Este BAC 
pertenece a una genoteca que se generó clonando fragmentos de 100 kb, 
obtenidos mediante DNA de moscas cizallado mecánicamente.  Sin embargo, 
al secuenciar el clon sólo se ha obtenido una secuencia de 23 kb, que incluye 
unas 20 kb de secuencias IGSr, y tan solo 3 kb de dodeca. Es más, los 
extremos de este BAC habían sido previamente secuenciados, y la secuencia 
del extremo que lleva dodeca no ha sido encontrada en el ensamblado 
CP000331, que tiene un tamaño de 60 kb. Resulta evidente que alrededor de 
80 kb de dodeca estaban inicialmente presentes en el BAC, y que se han 
delecionado del mismo. Lamentablemente, cuanto mayor es el contenido en 
dodeca en un BAC, más inestable es éste, y aquellos BACs que tienen bajo 
contenido no resultan de tanto interés, pues se alejan de la región 
centromérica.  
 
Para concluir es necesario preguntarse qué tienen en común los dos 
centrómeros estudiados. Como se ha visto, el centrómero del cromosoma Y 
contiene el satélite 18HT y éste está, a su vez, formado por fragmentos de 
retrotransposones teloméricos. Por su parte, el centrómero del cromosoma 3 
está compuesto, fundamentalmente, por el satélite dodeca. Es evidente que no 
existe una secuencia única que esté presente en todos los centrómeros, ni 
entre especies ni tan siquiera dentro de una misma especie, como se ha 
observado en esta tesis doctoral. A pesar de esto, es posible que exista un 
determinante estructural en el DNA centromérico, independiente de la 
secuencia primaria, que al ser reconocido por las proteínas centroméricas sirva 
para nuclear la formación del cinetocoro. A priori no se observa parecido 
alguno entre el satélite dodeca, de 11bp y 12bp de unidad de repetición, y el 
satélite 18HT, de 3,1 kb y 2 kb de unidad de repetición, formado a su vez por 
las regiones 3’UTR de 3 elementos HeT-A, además de un fragmento derivado 
de TART. No obstante, se ha visto que tanto el satélite dodeca como la región 
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3’UTR del elemento HeT-A tienen una distribución asimétrica de guaninas y 
citosinas, es decir, una de las cadenas del DNA es más rica en Gs (Abad et al., 
1992). Además, los análisis estructurales han mostrado, por una parte, que el 
satélite dodeca es capaz de formar estructuras plegadas que se estabilizan por 
apareamientos no Watson-Crick, tipo G2 (Ferrer et al., 1995) y G6 (Chou y 
Chin, 2001) y por otra parte, que la región 3’UTR de los elementos HeT-A tiene 
secuencias propensas a formar estructuras plegadas del tipo G4 DNA (Abad y 
Villasante, 1999). Igualmente, las secuencias añadidas por la telomerasa 
tienen la capacidad de formar G4 DNA in vitro (Rhodes y Giraldo, 1995) e in 
vivo (Paeschke et al., 2005).  
 
En definitiva, parece que la secuencia primaria no es determinante para la 
función centromérica, y esto explicaría la diversidad tan elevada de los satélites 
centroméricos. Sin embargo, sí que podría existir un requerimiento de 
composición de la secuencia para formar estructuras secundarias de DNA, que 
promoverían la formación del cinetocoro, por un mecanismo aún desconocido. 
Si esto fuese así, parece que tanto para la función centromérica como para la 
función telomérica se requerirían estructuras secundarias de DNA similares. 
Esta reflexión, junto con la conocida capacidad de los telómeros de 
interaccionar con los microtúbulos en meiosis para promover el movimiento de 
los cromosomas (Goday y Pimpinelli, 1989; Manzanero y Puertas, 2003; 
Östergren y Prakken, 1946; Perez et al., 1997; Rhoades y Vilkomerson, 1942), 
nos ha llevado a proponer que los centrómeros podrían haber derivado de los 
telómeros en el origen del cromosoma eucariótico (ver figura 35) (Villasante et 
al., 2007a; Villasante et al., 2007c).  
 
Dos estudios recientes sobre la función centromérica en mitosis han dado lugar 
a resultados que están en concordancia con la hipótesis propuesta. Takahashi 
y colaboradores han visto que, tras eliminar el centrómero de un cromosoma 
en Schizosaccharomyces pombe, se formaban neocentrómeros en las regiones 
subteloméricas (Ishii et al., 2008). De forma similar, Heun y colaboradores han 
observado en D. melanogaster que, tras sobreexpresar la proteína 
centromérica CID, se formaban neocentrómeros en las regiones teloméricas 
(Heun, comunicación personal). 
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La prospectiva del trabajo presentado en esta tesis doctoral implicaría realizar 
ensayos funcionales con alguna de las secuencias centroméricas descritas. 
Sería de interés especial realizarlo empleando secuencias del satélite 18HT, 
pues si se formase un centrómero de novo, se obtendría, además, una 
evidencia a favor de que una secuencia telomérica pueda formar un 
centrómero funcional.  
 
 
Figura 35. Modelo sobre el origen del centrómero. 
 (a) Los retroelementos fueron movilizados para curar los extremos de los primeros 
cromosomas lineales. (b) Un retrotransposón específico de telómeros fue seleccionado. (c) El 
retrotransposón más eficiente para generar el “capping” fue posteriormente seeccionado. (d) 
Aparecieron diferentes repeticiones subteloméricas. (e) Una repetición subtelomérica fue 
amplificada. La transcripción de estas repeticiones promovió la formación de complejos 
ribonucleoprotéicos. (f) Esta región subtelomérica dio lugar a un proto- centrómero tras ser 
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6. CONCLUSIONES  
 
1. Se ha desarrollado una técnica de secuenciación mediante transposición 
que, empleando la posición de inserción del transposón durante el 
proceso de ensamblaje, permite obtener la secuencia de DNA altamente 
repetido clonado en cromosomas artificiales de bacterias,  
2. El análisis de la secuencia de un clon heterocromático muestra que la 
región centromérica h18 derivó de un telómero ancestral. 
3. Se han obtenido los primeros clones y secuencia de la región h17 del 
cromosoma Y de D. melanogaster. Gracias a ello, se ha detectado la 
presencia de un palíndromo de más de 200 kb, probablemente generado 
mediante un mecanismo de “ruptura-fusión-puente”. 
4. El satélite dodeca, específico de la región centromérica h53 del 
cromosoma 3 de D. melanogaster, colocaliza con la proteína 
centromérica CID en fibras de cromatina. 
5. Se han caracterizado los satélites de DNA, los elementos transponibles 
y las duplicaciones segmentales que se hallan en la región centromérica 
del cromosoma 3. El análisis realizado cubre el hueco que existía en la 
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ANEXO I. Análisis de los retrotransposones teloméricos presentes 
en el BACR26J21, a partir de la penúltima repetición de la unidad del 
satellite 18HT.  
Las unidades de repetición del satélite 18HT aparecen en fucsia y en rojo, y 
corresponden a las dos últimas repeticiones del satélite en la región de 
transición del mismo. Dado que la unidad de repetición está formado por 
fragmentos de cuatro elementos teloméricos, se les ha numerado del 1 al 4 
(comenzando en la última repetición del satélite, en rojo), y se ha continuado la 
numeración de los distintos retroelementos teloméricos presentes, hasta 9. 
Estos números aparecen escritos en verde. La presencia de elementos 
transponibles- no teloméricos- y de la duplicación segmental 42A, se ha 
indicado, mediante su nombre, pero su secuencia ha sido eliminada. Las 
duplicaciones en los sitios de inserción de transposones ha sido marcada en 
naranja. La inversión que precede al elemento diver, ha sido subrayada. Hacia 
el final de la secuencia, ésta ha sido marcada en tres tonalidades de azul, para 
mostrar las unidades que fueron amplificadas. Finalmente, en las regiones 5’ 
UTR de los elementos HeT-A completos se han marcado en verde los motivos 
característicos de 8-17 bp que derivan de la región 3’ del elemento HeT-A 




                     3’UTR HeT-A (18HT) (3101bp) 
 









  3’UTR HeT-A (18HT) 
 




































                                  3’UTR HeT-A (18HT) 
 
                                  GGCAAAATTAAAGTGTGGATGCGGAA 
TCATTCTGTCTCCATACCTCTACCAGCAAAGTTAAAAAA 
 
                                    3’UTR TART-A (18HT) 
 
















                    3’UTR HeT-A 1(18HT) (2975 bp) 
 
                    CATCCAGCGCCCGCAAGCCCCAGCCAAAGTACAACAACTA 
CTTATATACAATGTCTCCAGAGCCTTCCAGTGACTCGGTGCTTCCGTCCTTCTGGCGGGG 
122









                            3’UTR HeT-A 2(18HT) 
 

































                   3’UTR HeT-A 3(18HT) 
 
                   GGCAAAATTAAAGTGTGGATGCGGAATCATTCTGTCTCCGT 
ACCTCTACCAGCAAAGTTAAAAAA 
 
                        3’UTR TART-A 4(18HT) 
 



















                                           3’UTR HeT-A 5 
 















               HeT-A 6 
 










      
    mdg1 (1-7451) 
 
 
       HeT-A (1488) 
 



















                       HeT-A 
 





     CAACGCATGATGTCCAGTTCAGTACGGAGGCAGTTTAGGTGGCGCGTCTTATGTA 
GTGGAGCTGTGTGAAGGGGTT 
 
                     HeT-A 
 





            diver (1-6026) 
 
 
           HeT-A  
 
 






                       F (821-4706) 
 
 
                                    HeT-A 
 
                                    CGAGCGCCAACAGCGAGTCTGCGC 
TAAA 
 
   (4867) 




                                                      (5962) 





    HeT-A 7 
 
    TCCAGCAAAGTTTAA TAGTTGAA TCCAGCAAAGTTAAA AAACGTTAAA AATA 
AAAATTTAAACAAATTAAAAAAAATAAAATAAATTAAACAAATAATTAAATTAAATTTAT 
125

























                                F (616-4706) 
 
 
                              HeT-A 
 
                              CGAGCGCCAACAGCGAGTCTGCGCTAAAAA 
CTAAAA 
 
     (4867) 
      AGCTAACTCTGGGAAATATATATCTAGAATATAATACTTATCTAATTGCCAACT 
AAATGATTCCAAAAGCGCTGCATCCCAGCTGCAATGGCACAAAAATGTAGGGCCTCCAAT 
CAGCTCTCACAAAACGTGCCTGAAAAATAAAAACTAATGCAATCACAAAAA 
   
                                                   (5962) 




                                         HeT-A 7 
 
                                                          TC 
































     F (616-4706) 
 
                                          HeT-A 
 
                                                           C 
GAGCGCCAACAGCGAGTCTGCGCTAAAAACTAAAA 
 
                                  (4867) 





                   (5962) 
                    TAATCATAAATTACTTCAAATAAATTCAAATAATTCCACC 
TATATATTGCACACATTGTA 
               (6008) 
 
              -1731 (4599-1) 
 
 
                        HeT-A 
 
                  (6002)CATTGTAATCAAAGGCAAAATAAATCGTGGATGCGG 
AACAGAATTCACTCTAACTCCGTACCTCCACCAGCAAAGTTA 
 
                              HeT-A 7 
 
                                      TCCAGCAAAGTTTAA TAGTTG 
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                        F (616-4706) 
     
 
    HeT-A 
 
    CGAGCGCCAACAGCGAGTCTGCGCTAAA 
   
                             (4867) 





                      (5962) 




                              HeT-A 7 
 
                              TCCAGCAAAGTTTAA TAGTTGAA TCCAG 


























































                     HeT-A 8 
 
                           CTCCACCAGCAAAGTTA TCCAGTAAAATTTAA 























































                 sd 42A 
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   HeT-A 9 
 




































AAAAATAAAAACTAATGCAAA   
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ANEXO 2. Análisis de la secuencia de una mitad del palíndromo, 
presente en el BACR07N15 
Se han anotado los elementos transponibles presentes en la primera mitad de 
la secuencia del BACR07N15, así como las partes de la secuencia con 
duplicaciones segmentales.  Los genes de origen que fueron duplicados 
(procedentes del cromosoma X) son ade5 y CG12717. Sus nombres han sido 
escritos en verde. Por otra parte, los nombres de las regiones duplicadas, 
procedentes del cromosoma 2L (2L35 y 2L38) han sido marcadas en naranja. 
Se ha empleado un “-“ delante de los nombres, cuando las secuencias se 
encuentran en el sentido contrario al mostrado en la base de datos.  
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              ade5, CG12717, -2L35B, 2L38 
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         -2L38, 2L35, -2L38, 2L35  


























































































































































































































































      diver2 (delecionado) 






























































































































































































































































































































































































                -2L35, 2L38, -CG12717, CG12717 
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TCTGTTATAGATATGTAATTTTGATTATCTTCACTGGCGCTGTGTATAGTTGCGTCTGC
GCTGTTTGCGACCTCGCCAACCATAACTTCTTCTATTTTCGTGCGGAAAAGAGCATCCG
CAACATGGTTTTCTTTGCTTGAAAGATATTTGGTTTTGTAATCAAATTCATTGAGTTGT
ATTTTTCATCTTTGCAATTTCATGTTTGGTTCTTTAATGTTGTTGAGCCATACTAGTGG
CTTGTGATCACTTAATATTTCAAATGGCCTGCCGAATAGATATGACCTAAAATATTTTG
TAGCCCAAACTATAGCTAACAATTCTTTTTCAATCGTAGCATAGTTGATTTCATGTTCG
TTTAGCGTTCTACTGGCATAACAAACTGGCTTGTGATTCTGTGATAACACTGCACCGAT
AGCTACATTGCTGGCATCAGTTGTCAGAGAAAAAGGTTTTGAAAAATCAGGATAGATTA
ATATCGGGTCTGAAGTTATCAAAACTTTTAATTTTTCAAATGATTCGATGTAGTCTTTA
CATTTGATGTCTATTACAGCACCTTTCTATAATTTGAGGGTCATGGGTTTAACTATTTT
GGCAAAGTTAGGAATAAACTTGCGATAGAATCCACATAGTCCCAAAAATGATTTTATTT
GCTTAGGTGTCTTGGGTAATGGAAAATTTGTAATTGCTTTGGTTTTATTTGGATTTGGT
TTGATGCCATTTGTTGTGACGATGTGTCCTAGGAATTCAGATTCTTTCTTCCTGAATTC
ACATTTGTCTAGCTGCAATTTCAAATTAGCGTCTCTCAGTTTTTCAAAGTCTTTCTTTA
GGGATAACATGTGTTCTTCCAATGAAGTGGAATAAATAATAATATCGTCTAAATAGACT
AAACAGTCTTTGTAGATTAAATCTTCCAGAAGATTATTCATGCATCTCTGAAAAGTAGC
TGGAGCGTTTTTTAAACCAAAAGGCATACGAGTATATTCATAATGCCCATGCTTAGTTG
AAAAAGCTGTTTTTGCAGTAGAATTTTCATCCATTTGGATTTGGTGGCATCTACCTAAT
TTGTCCAATATCTCATCCATTCGGGGAATGGGAAATTTGTCGTTAACAGTTATCTCATT
TAGATTCCTGTAATCGACTACCAACCTGAATTTCTGTTTCCCAGAGGCATCTTCCTTCT
TGGGGACCACCCAAATAAGAGAACAATCCCTTGTTCTATCATTTCTTTAATTTGTTTGT
TGACTTCTTGGTCAACGCTTTGGGGGTACTTGTATGGTTTACGGTATACTGGGTCTTCG
TGTTGAGTTTGGATGACATGTTTAATAGTACTGGTGAAGGTCAAATTTTCGCCCTCTTT
GTACTGAATGTCTCTATATTCGTATAGGACCTTCTTTAAACATTCAACTTCCTCTACAT
TTTAGTGTTCGAGTCTATACTCGTTACATTCGCGTAACTCATTGTTAATCGCGAAGTTG
ACTATATCGTTGTCAACGGACATGGGATCGAGATGTGTTACATAATTGTCCACTGTGTC
TTTAACAACATTTGAAATGAGGCATTTGAGTAATGCAGTCTCCTTCTTCTGCTGTTGAT
GCTTTGGTTTAAGGCACTTAGGTGCGGTCTTAACCTTTTGCATTTTTGGTTTCTTTCAT
TCTTTTGTTGTGGGTCAAGGCATTTGGATGCGGTCTCGCCCTTCTTTTCTTCATAGAGA
AACTTAAA 
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